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　　　1．‘‘Tropomyosin　and　troponin　are　required　for　ovarian　contraction　in　thc　Caenorhabditis
　　　　　　elegans　reproductive　system・”
　　　2．　“Caenor、habditis　elegans　kettin，　a　large　immunoglobulin－1　ike　repeat　protein，　binds　to
　　　　　　f1lamentous　actin　and　provides　mechan　ical　stability　to　the　contractile　apparatuses　in　body
　　　　　　wall　muscle．，，
　　　3．‘‘StructUral　components　of　non－striated　contractile　apparatuses　in　the　Caenorhabditis
　　　　　　elegans　gonadal　myoepithelial　sheath　and　their　essential　roles　for　ovulatio皿，，
Refere皿ce・articles（参考論文）
　　　1．‘‘Tropomyosin　inhibits　ADF／cofilin－dependent　actin　filament　dynarnics．”
　　　2．“Specific　requirement　for　two　ADF／cofilin　isoforms　in　distinct　actin－dependent　processes
　　　　　　in　Caenorhabditis　elegans．”
1
3．
4
5．
り
107’8
‘‘licroscopic　evidence　that　actin－interacting　protein　1　actively　disassembles　actin
depolymerizing　factor／cofilin－bound　actin　fi　lame皿ts．，’
‘‘setraThymosin　p　is　required　for　actin　dynamics　in　Caenorhabditis召legans　and　acts　via
fUnctio皿ally　different　actin　binding　repeats．’，
‘‘she　RNA－binding　protein　SUP－12controls　musoie－specific　splicing　ofthe　ADF！cofilin
pre－mRNA　in　C．　elegans・”
“MoleCular　and　biochemical　characterization　ofkettin　in　Caenorhabditis　elegans．”
‘℃a召norhabditis　elegans　exprcsses　three　fUnctional　profilins　in　a　tissue　speoific　manner．，’
‘‘dnhancement　ofactin－depolymeriZing　factor／cofilin－dependent　actin　disasscmbly　by
actin－interacting　protein　l　is　required　for　organ　ized　actin　filament　assembly　in　the
Caenorhabditis　elegans　body　wall　muscle．，，
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Summary
Reproduction　ofmulticellular　organisms　is　con仕olled　by　complex　interactions　between　ge㎜
cells　and　somatic　cells．　Ovulation　is　a　process　in　which　a　mature　oocyte　is　expelled　fbm　ovaries
in　the　female　reproductive　systems，　and　proper　control　of　ovulation　is　critical　fbr　success創
reproduction．　For　a　number　ofyears，　contractility　ofsmooth　musclc－like　cells　in　mammalian
ovaries　has　been　implicated　in　ovulation．　However，　its　role　is　not　clearly　understood．　The
nematode　Caenorhabditis　elegans　is　an　excellent　model　system　to　study　mechanisms　of
ovulation，　in　which　contractile　activity　ofthe　gonadal　cells　has　been　demonstrated　to　be　essential
f（）roΨulation．　In　this　study，　I　investigated　structure　and　fUnction　ofthe　C．θ∬召gans　somatic　gonad
and　analyzed　regulatory　meohanisms　of　contractility　during　ovulation．1　present　three　major
findings：identification　oftropomyosin　and甘oponin　a」s　essential　factors　fbr　ovarian　contraction
and　ovu董ation（Chaper　I），　identification　ofthe　C．　elegans　kettin　g已ne　and　localセation　of　its　gene
product　to　the　contractile　apparatuses　in　the　somatic　gonad（Chapter　2），　and　identification　and
fUnctional　character茸zation　ofm司or　components　of　the　contractile　apparatuses　in　the　somatic
gonad（Chapter　3）．　A　lthough　the　C．　elegans　gonad　i　s　structUrally　different　from　the　mammalian
gonad，　mechanistic　studies　on（コ．　elegans　ovulation　rnay　provido　insight　into　significance　of
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，cellular　contractility　in　ovulation　in　other　multlceliular　organisms．
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Gene「al　i皿troduction
　　　　　　In　reproductive　systems　of　multicellular　organisms，　somatic　gonads　provide　proper
environment　for　gerrn　cells　for　their　developmenち　transport，　and　fertilization．　ln　the　female
，ep・・ductive　liy・t・叫・varies　supP・rt・devel・pment・f・噂es．　When・。cytes　bec・me　ma加・e，・the
oocyte　is　ovulated　from　the　ovary　and　transported　into　the　ov　i　duct．　Ovulation　is　a　spatially　and
temporal　ly　regulated　complex　process，　and　the　mechanism　is　not　completely　understood（Espey，
1978；Richards　et　aL，2002；Robker　et　aL，2000）．　In　marnmals，　each　oocyte　i　s　surrounded　by
multiple　layers　of　follicular　cells．　Duri皿g　ovulation，　a　follicle　is　ruptUred　to　release　a　mature
oocyte（Parr，1975），　but　the　mechanism　of　follicle　ruptUre　is　still　unclear．　Previous　studies
suggested　that　proteolytic　degradation　of　the　extracellular　matrix　at　the　ovarian　surface（Richards
et　aL，2002）and　contraction　of　the　thecal　cell　layer（the　most　outer　layer　ofthe　fblliole）（Espey，
1978）are　important　processcs　for　follicle　ruptUre．　The　thecal　cells　ofthe　follicle　have　several
featur＠s　similar　to　smooth　muscle，　whioh　is　characterized　by　the　prosence　ofdistinct　thick　and
thin　filalnents（O，Shea，1970a；O’Shea　l　970b；O’Shea，1971；OtShea　l　981；Okamura　et　aL，
1972；Osvaldo・Decim亀1970）and　expression　ofsmooth　muscle　markers　including　smooth
muscleα一actin（Amsterdam　et　aL，1977；Czernobilsky　et　aL，1989；Saitoh　et　al．，1989；Sant董ni　et
aL，1995），　smooth　musclc　myosin（Paranko　and　Pelliniemi，1992），　and　desmin（Lastarria　et　aL，
1990；Paranko　and　Pelliniemi，1992；Santini　et　al．，1995）．　Nonetheless，　definitio皿of　the　thecal
celis　as　“smooth　muscle”　has　not　been　widely　accepted，　because　contractile　activity　ofthe　thecal
cells　haΨe　not　been　directly　observed　due　to　technical　difficulty（Espey，1978；RLichards　et　aL，
2002）．Recently，　endothelin－2．has　been　identified　as　a　factor　to　induce　contraction　ofthe　thecal
ceHs　during　follicle　ruptロre（Fig．　Intro－lA）（Ko　et　aL，2006），　and　fUnctional　significance　of
contractility　during　ovulation　has　bcen　emphasized．
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　　　　　　The　nematode　Caenorhabditis　elegans　is　widely　used　as　a　model　system　to　study　a
number　of　biological　prooesses（Antoshechkin　and　Sternberg，2007；Riddle　et　aL，1997）．豆ndeed，
essential　role　ofcontracti　lity　of　the　somatic　gonad　for　ovulation　has　been　demonstrated　by　taking
advantage　of　direct　observation　of　ovulation　processes　in　live　animals（McCarter　et　aL，1997；
McCarter　et　al．，1999）．　Ovulation　in　the’血ematode　Caenorhabditis　elegans　is　a　high　ly
coordinated　process　involving　commun量cations　among　spe㎜，　oocytcs，　and　the　somatic　gonad
（Hubbard　and　Greenstein，2000）．　A　C．　elegans　hermaphrodite　has　a　pair　of　U－shaped　gonadal
arms（Fig．1伽一1B）．’1　he　germ　line　and　oocytes　are　surrounded　by　ten　sheath　cells（pairs　1－5），
and　ovulation　requires　a　signal　from　sperr血that　induces　ovarian　contraction　and　oocyte　、
maturation，　whioh　are　then　followed　by　dilation　ofthe　sperrnathcca　and　fertilization（Hubbard
and　Greenstein，2000；McCarter　et　a1．，1997；McCarter　et　aL，1999；Ward　and　Carre1，1979；
Yamamoto　et　aL，2006）．　The　proximal　sheath　celIs（pairs　3－5）（Fig．　Intro－1B）are　smooth　muscIe－
like　cells　with　distinct　thin　and　thiok　filaments　and　designated　as　the　myoepithelial　sheath
（Ardizzi　and　Epstein，1987；Ha11　et　al．，1999；Hirsh　et　aL，1976；Strome，1986）．　Contraction　of
the　myoepithelial　sheath　is　perlodically　enhanced　upon　matUration　ofthe　most　proximal　oocytes
（McCarter・et・al．，1997；McCarter　et　al．，　’P999）．　Sheath　c・ntracti・n　is　negatively　regulated　by　ceh－
18　encoding　a　POU－class　homeoprotein（Mi且1er　et　aL，2003；Rose　et　a1．，1997）and　gap　junctio血s
that　are　formed　betWeen　the　myoepithelial　sheath　and　matUring　oocytes（Whi往en　and　Miller，
2006）．On　the　other　hand，　it　is　enhanced　by　major　sperm　protein（Kosinski　et　al．，2005；Milier　et
al．，2001）via　the　VAB－1　Eph　receptor（Miller　et　al．，2003）．　In　additi。n，　NMR－1　NTVII　）A　receptor
and　UNC－43　Ca2＋－calmodulin－dependent　kinase　II　negatively　regulate　spemm－dependent　sheath
contraction（ColTigan　et　aL，2005），　whereas　ITR－l　inositol　triphosphate　receptor（Yin　et　a1．，
2004），VAV－l　RhoRac　guanine　nuc　leotide　exchange　factor（GEF），　and　RHO－l　sma11　GTPase
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（Norman　et　aL，2005）enhance　contraction・Probably，　precise　regulation　of　sheath　contraction　by
acolnplex　mechanism　is　requir¢d　for　tight　coupling　of　contraction　with　oocyte　ma加ration　and
spermathecal　dilation．　However，　fUnctional　interactions　among　these　signaling　molecules　are　still
poorly　understood・
　　　　　　In　this　study，1　investigated　the　Mechanism　ofovu且atory　contoraction　in　C．　etegans．
Althoロgh　the　structUre　ofthe　C．　eiegans　gonad　is　quite　different　from　that　of　mammalian　ovary，
contractility　ofthe　somatic　gonad　is　required　for　ovulation　in　both　ncmatodcs　and　mammals．
Therefbre，　mechanistic　studies　ofovulation　in　C．　elegans　may　provide　new　insight　into　thc
mechanism　ofovulation　in　other　species．　My　work　is　presented　in　three　chapters：（1）
identification　oftropomyosin　and　troponin　as　essc皿tlal　factors　fbr　C．　elegans　ovulation，（2）
identificatlon　ofkettin　as　a　large　actin－binding　protein　that　looalizes　to　thin　filaments　in　both
body　wall　musole　and　gonadal　myoepithelial　sheath，　and（3）identif圭cation　and　Iocalization　of
maj　or　structura1　components　of　the　contractile　apparatUSes　in　the　C．　elegans　gonadal
myoepithelial　sheath．
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Fig．　Intro－1．Comparison　of　the　mammalian　and　C．　elegans　ovaries・（A）Mammalian　ova1y（adapted
貸om　Ko　et　al．2006）．　Each　oocyte　is　surronded　by　several　layers　of　fbllicular　cells　including　thecal　cells
and｛granurosa　cells（GC）．　The　thecal　cells　in　the　most　outer　layer　are　smooth　muscle－1ike　cells（SMC）
that　contract　during　ovulation．（B）C．　elegans　reproductive　system・Ahemaphrodite　has　two　gonadal　ams・
Five　pairs　of　the　sheath　cells　suπound　the　germline　and　oocytes　and　are　designated　as　pairs　l－5（not　all
cells　are　shown）．　Pairs　3。5　are　the　myoepithelial　sheath　that　has　distlnct　thin　and　thick　filaments
and　are　responsible　for　pushing　a　matUre　oocyte　into　the　spermatheca　during　ovulation・After　fenilization・
embryos　begin　development　in　the　utems．　Note　that　sheath　cells　are　shown　only　in　the　anterior　gonadal
am　and　that　the　posterior　gonadal　arm　also　has　the　same　set　of　sheath　cells．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7
CHAPTER　1
Tr叩omyosin　and　troponin　are　required　for　ovarian　contraction　in　the
Caenorhabditis　elegans　repreductive　system
Abs重ract
Ovulation　in　the　nematode　Caenorhabditis　elegans　is　coordinated　by　interaction　s　betWeen　the
somatio　gonad　and　germ　celfis．　Myoepithelial　sheath　cells　ofthe　proximal　ovary　are　smooth
muscle－1ike，　but　the　regulatory　mechanism　qftheir　contraction　is　unknown．　I　show　that
contractlon　ofthe　ovarlan　muscle　requires　tropomyosin　and　troponin，　which　are　genera】ly　major
actin－linked　regulators　ofcontraction　of　striated　muscle．　RNA　interferenco　ef　tropomyosin　or
troponin　C　caused　sterility　by　inhibiting　ovarian　contraction　that　is　required　for　expelling　matUre
oocytes　into　the　spermatheca　where　fertilization　takcs　place，　thus　caus量ng　accumulation　of
endomitotic　oocytcs　in　the　ovary．　Tropomyosin　and　troponin　C　were　associated　with　actin
filaments　in　the　myoepithelial　sheath，　and　the　association　of　troponin　C　with　actin　was　dependent
on　tropomyosin．　These　results　strongly　suggest　that　tropomyosin　and　troponln　are　the　actin－
linked　regulators　fbr　contraction　ofovarlan　muscle　in　the　C．　elegans　repro　ductivc　system．
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Introdllction
　　　　　　Tropomyosin（TM）is　a　major　actin－associated　protein　among　eukaryotes．　In　strlated
muscle，　TM　is　coupled　with　troponin（TN）and　transmits　the　caloium　signal　to　activate　actin－
myosin　interaction（Gordon　et　aL，2000）．Mutations　in　the　human　TM　gene　are　associated　with
nemaline　myopathy　and　familial　hypertrophic　cardiomyopathy（Michele　and　Metzger，2000；
Tubridy　et　aL，2001）．　In　both　muscle　and　non－muscle　cel［s，　TM　stabilizes　actin　filaments　by
protecting　them　from　disassembly（Cooper，2002）．　Null　or　severe　loss－of一血nction　mutations　ofa
TM　gene　are　lethal　in　yeast（Balasubramanian　et　aL，1992；Drees　et　a1．，1995），　micc（Blanchard
et　aL，1997；Reth　inasamy　et　aL，1998）and　C．　elegans（AnyanfU1　et　al．，2001；Williams　and
Waterston，1994）．　Thus，　TM　is　an　important　regulator　of　act董n－dependent　processes　in　a　variety
of　ce11s．　In　contrast，　TN　is　expressed　only　in　striatcd　muscle　in　vertcbratcs　and　fUnctions　as　an
actin－1inked　calcium　switch　to　activate　actomyosin　interaction（Gordon　et　aL，2000）．　However，
there　are　two　instances　fbr　the　presence’盾?@TN　in　smooth　muscle　in　other　animals：adult　body
wall　muscle　ofsea　squirt（Endo　and　Obinata，1981）and　adductor　muscle　of　scallop　CNishita　et
aL，1997；Oj　ima　and　Nishita　l　986）．　Although　these　smooth　muscle　TNs　have　activity　to　regulate
aotin－myosin　interaction　in　a　calcium－dependent　manner　in　vitro，　their　physiological　roles　in
muscle　contraot　ion　are　yet　to　be　established．　In　this　chapter，　1　demonstrate　that　TM　and　TN　are
the　components　ofthin　fiIaments　in　the　sheath　cells　ofthe　C．　elegans　ovary　and　are　required　for
ovarian　contraction　during　ovulation．　Thus，　these　cytoskeletal　regulators　play　crucial　roles　in　the
C．elegans　reproduction．
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Ma重erials　and　methods
Nematode　Strains
　　　　　Wild－type　C．　elegans　strain　N2　was　obtained　from　the（ra召norhabditis　Genetics　Center
（Mlnneapolis，’MN，　USA）。　The　strain　DH　1033　expressing　YP　170：：GFP（Grant　and　Hirsh，1999）
was　obUined丘om　B．　Grant（Rutgers　University，　Piscataway，　NJ）．　Nematodes　were　grown　at　20
°Cas　desoribed（Brennor，1974）．
RNA　Interfbrence　Experime耐s
　　　　　Nematodes　were　treated　with　RNAi　fbr　CeTM　or、pat－10　by　feeding　as　described（Ono
and　Ono，2002）．　Phenotypes　were　analyzed　in　their　F　l　generation．　Worm　motility　was　quantified
as　descrlbed（Epstein　and　Thomson，1974；Ono　et　aL，1999）．　Two　different　vectors　for　RNAi　of
CeTM　were　used：TM　I　was　used　to　suppress　the　CeTMI　and　CeTMZ［1　isof（〕㎜s　and　TM2　to
suppress　all　four　CeTM　isoforms（Ono｛md　Ono，2002）．　To　construct　a　vector　for　pat－10鯉り，
alO87－bp　genomic　DNA倉agment　ofthe」pαか10gene（F54C　1、7）was　amplified　from　gonomic
DNA・fwild－type　C・　elegans　by　PCR　u．sing　a　f・・ward　primer　5’－
GATCAGATCTGGCTGAGGATATCGAAGAGATTC　and　a　reverse　primer　5層一
GATCGCTAGCTTGAAGATTGTAGATCAGCGCTG．　The　amplified　fiagments　were　digested
by　Bgl　II　andハdie　1　at　the　sites　introduced　in　the　PCR　primers　and　cloned　into　L4440（provided
by　A．　Fire，　Stanfbrd　University，　Stanfbrd，　CA）at　the　oloning　site　between　two　oPPositely
oriented　T7　promoters（Timmons　and　Fire，1998）．
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Time－］apse　Nomarski　Microscopy
　　　　　　Control　worms　were　anesthetized　in　O．1％甘ioaine，0．Ol％tetrarnisole　in　M9　for　30　min
and　mounted　on　2％agarose　pads（McCarter　et　aL，1997）．　Tricaine／tetramisole　paralyzes　body
walI　movement　but　does　not　block　several　rounds　of　oocyte　maturation　and　ovuIatio冗．　They　were
set　on　a　Nikon　Eclipse　TE2000　inverted　microscope　and　observed　with　a　40　x　CFI　Plan　Fluor
obj　eotive（N．A．　L4）．　Images　were　captured　at　room　temperature　by　a　SPOT　RT　Monochrome
CCD　camera（Diagnostio　Instruments）and　recorded　every　15　sec　fbr　60－100　min　by　the　IPLab
imaging　software（Scanalytics）．
Flロoresce皿ce］M【icroscopy
　　　　　　Staining　ofvvhole　animals　with　tetramethylrhodamine－phalloidin（Sigma－Aldrioh）was
performed　as　desoribed（Ono，2001）．4層6－diamidino－2－phenylindole，　dihydrochloride（DAPI）
（Sigma－Aldrich）was　included　at　O．l　pg／m1　in　the　phalloidin　solution　to　stain　DNA．　For
immunofluorescent　staining　ofthe　C．　elegans　gonads，　gonads　were　dissected　by　cutting　adult
worrns　at　the　level　ofthe　pharynx　as　describcd（R．ose　et　aL，1997），　a賃ached　on　poly－lysine　coated
slidcs　by　a倉eeze－crack　method（Epstein　et　aL，1993），　and　fixed　with　4％formaldehyde　in
cyto　skeleton　buffer（10mM　MES－KOH，　pH　6．1，138　mM　KC1，3mM　MgCl2，2mM　EGTA）
containing　O．32　M　sucrose　for　30　min　at　room　temperatUre．　They　were　perrneabilized　with
methanol　for　5　min　at－20°C　and　stained　with　anti－actin　antibody（C4，夏CN　Biomedicals），　DAPI，
and　anti－CeTM（Ono　and　Ono，2002），　or　anti－PAT－10　antibody（Terami　et　al．，1999）（provided
by　H．　Kagaw4　Okayama　University，　Okayam亀Japan）．　Alexa488－conjugated　goat　anti－guinea
pig　IgG　or　goat　anti－rabbit　IgG（Molecular　Probes）and　Cy3－conjugated　donkey　anti－mouse　IgG
（Jackson　ImmunoResearch　Laboratories）were　used　as　secondary　antibodies・For　stain量ng　ofthe
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gonads　only　by　tetramethylrhodamine－pha110idin，　the　dissected　gonads　wcre　fixcd　with　4％
formaldehyde　in　cytoskeleton　buffer　containing　O．32　M　sucrose　for　30　min　at　room　temperatUre
and　incubated　with　O．2　pg／ml　tetramethylrhodamine－phalloidin　in　PBS　co皿taining　O．5％Triton
X－100，30mM　glycine，　l　mM　EDTA　and　O．05％sodium　azide　for　1　hr　at　room　temperatUre．
Samples　were　observed　vvith　a　Nikon　Eclipse　TE2000　invorted　microscope　with　a　40　x　CFI　Plan
Fluor　obj　ective（N．A．1．4）．　Images　were　captured　at　room　temperature　by　a　sPOT　RT
Monochrome　CCD　camera（Diagnostic　Instruments）and　edited　by　the　IPLab　imag　ing　sofVware
（Scanalytics）and　Adobe　Photoshop　6．O　with　no・gamma　adjustmcnt．
Westerll　Blot
　　　　　　The　vvorm　lysates　were　prepared　and　western　blot　pcrformed　as　described　prev　iously
（Ono　and　Qno，2002）．　Primary　antibodies　used　were　anti－PAT－10（Terami　et　aL，1999），　anti－
CeTM（Ono　and　Ono，2002），　and　anti－actin（C4，　ICN　Biomedicals）antibodies．
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Results
RNA　lnterference　of　Trepomyosin　Causes　Ster藍li重y
　　　　　　We　previously　showed　that　suppression　ofTM　by　RNA　interference（RNAi）caused
paralysis　or　r¢duced　motility　and　disorganization　of　actin　filaments　in　body　wall　muscle　of　C．
elegans（Ono　and　Ono，2002）．　In　addition，　we　fbund　that　suppression　of　TM　caused　strong
steri恥（Table　l－1）．　The　TM　l　RNAi　co皿struct　suppresses　the　CeTMI｛and　CeTMII　isoforms　of
the　four　TM　isoforms　present　in　worms（CeTAtff，　II　（RArA　ij）and　reduced　the　total　level　of　TM
protein　to　50％（see　Fig．70f　Ono　and　Ono，2002　and　Fig．1－3　b）．　Dcoreased　motHity　ofthe
affected　worrns　to　appreximately　a　halfthe　speed　ofcontrol　worms　was　also　observed　as
reported　previously（Ono　alld　Ono，2002）（Table　I－1）．　In　addition，　the　CeTMI，∬‘㎜りwonns
produced　no　progeny（Table　1－1），　whereas　control　worms　produced～300　progcny　per　worm
（Table　l－1）．　Suppression　ofall　fbur　TM　isofbrms　by　the　TM2　RNAi　construct（CeTAtff，」U，III，」配
鯉のreduced　the　TM　protein　levcl　to～10％（see　Fig．70fOno　and　Ono，2002　and　Fig．1－3b）
and　caused　a　more　severe　motility　defect　than　that　by　TM　I　as　reported　previously（Ono　and　Ono，
2002）（Table　1－1）．　Nonctheless，　the　sterile　phenotypes　induced　by　both　CeTMI，∬脳4　g∈md
Ce　TMI，　II，」IU，IV　（R2VA　ij　wero　equal　ly　severe（Table　l・1）．These　results　strongly　suggest　that　TM　is
required　fbr　the　reproductive　system　of　C．θ’8gans　and　that　CeTMI　and　CeTMII　are　the　TM
isoforms　that　play　major　roles　in　this　evenち　or　that　the　reproductive　system　is　more　sensitive　to
the　level　ofTM　than　body　waU　muscle．
Tropomyosin　ls　Essential　for　Ovulation
　　　　　　Examination　ofthe　adult　gonads　in　CeTM　（RNAi）　worms　revealed　that　the　oocytes　at　the
very　proximal　ends　of　the　ovary　became　endomitotic　and　no　embryos　resided　in　the　uterus
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（compare　Fig．1－1，aand　b）．　In　control　worms，　the　oocytes　were　located　in　the　proximal　ovary
（Fig．1－1a）and　were　arrested　at　meiosis　with　condonsed　chromosomes（Fig・1－lc，　arrows）・
However，　in　both　CeTAdtT，II　（RNAij　and　CeTA4［1，　U，」硯∬7鯉〃wo㎜s，　oocytes　at　the　proximal
gonads　had　a　large　accumulation　of　DNA（Fig」－ld，　arrowhead），　indicating　that　there　was
endomitotic　replication　of　DNA　in　thc　oocytes，　which　became　highly　polyploid．　This　phenotype
rcsemblcs　the　prev量ously　desoribed　Emo　phenotype（皇ndo皿itoticΩocytes　in　gonadal　aロ皿s）that　is
observed　when　ovulation　is　defective（Iwasaki　et　aL，1996）．　The　Emo　phenotype　of　Ce　IM
‘RハIA　t）　worms　was　very　severe，　such　that　oocytes　or　embryos　were　not　observed　in　the
spermatheca　or　uterus（Fig．1－lband　Table　l－1），　suggesting　that　there　was　no　ovulation．　In
addition，　visロalization　ofthe　actin　filaments　revealed　that　the　endomitotic　oocytes　had　irregular
cell　compartments（Fig．1－lf，　arrows）and　that　some　cells　were　anuclear（Fig・1－lj，　aster三sks），
suggesting　that　these　oocytes　underwent　aberrant　cel1　division　in　the　ovary．　The　two　RNAi
treatments，　CeTma，∬（RIVAij　and　CeTMZI，」rl，lll，刀V（1～ハ乙4ξ♪，　caused　nearly　identical　Emo　phenotype
（Tab　le　1－1）．　Therefbre，　the　phenotypes　shown　in　the　F　igures　1－l　and　1－2　are　after　treatment　with
only　CeTA4］1，，・U，lll，1γ（R？VAij．
　　　　　　Befbre　the　ooc）tes　became　endomitotic，　there　were　no　morphological　abnorrnalities　in
the　germ　cells　in　C8盟偲4〃wo㎜s．　Sperm　was　properly　stored　in　the　spermatheca（Fig．1－
ld）and　sperm　that　was　supplied　by　mating　with　control　males　did　not　rescue　the　RNAi
phenotype（data　not　shown）．　Developing　ooo｝tes　were　morPhological　ly　normal　before　they
became　endomitotic（data　not　shown）．　In　addition，　the　endocytic　process　of　the　yolk　proteins　in
oocytes　apPeared　to　be　normal（Fig．1－1，ga皿d　h），　although　the　actin　cytoskeleton　plays
important　roles　in　endocytosis（Engqvist－Goldstein　and　D則bin，2003；Schafbr，2002）．夏fbllowed
tbe　dynamics　of　a　GFP－tagged　yolk　protein（YP　170）in　control，　C召㎜，1τ韻4g　or
t4
Cθ瓢」rl，III，IV　（R？VAij　worms．　ln　control　vvorms，　the　yo］k　protein　accumu藍ated　in　maturing
ooc｝嘘es　and　early　embryos（Fig．1－lg）．　Ce7？S4　（RNAij　worms　also　had　the　yolk　protc置n　in　the
cytoplasm　of　the　oocytes（Fig．1－1h）and　did　not　show　a　typical　endocytosis－defective　phenotype
（Grant　and　Hirsh，1999）．
　　　　　　To　observe　the　processes　ofthe　ovulation　defecちIrecorded　the　live　act至vity　ofthe　gonads
of　Cε工M鯉〃wo㎜s　by　time－lapse　Nornarski　microscopy（Fig。1－2）．　In　oo煎ol　wonns，　only
the　most　proximal　oocyte　became　mature，　which　was　characterized　by　nuclear　envelope
breakdown　and　rounding　up　ofthe　oocyte（McCarter　et　al．，1999）（Fig」－2，　a　and　b，　indicated　by
asterisks）．　This　was　accompanied　by　fセequent　and　intense　myoeplthelial　sheath　contraction　and
spermathecal　dilation　that　allowed　the　oocyte　to　enter　the　spermatheca　vvhere　it　was　fertilized
（McCartor　et　aL，1999）（Fig．1－2c）．　The　fert三1ized　cgg　was　subsequently　expclled　into　the　uterus
and　initlated　embryogenesis（Fig．1－2d）．　In　the　CelZ？ltZt，II，III，11V　（R？VAij　vvorms，　the　proximaI
oocyte　became　matUre　normally（Fig．1－2，　e　and　f，　asterisks），　but　neither　intense　contraction　of
the　myoepithelial　sheath　nor　dilation　ofthe　sperrnatheca　took　place．　As　a　resu1ちthe　oocyte
remained　in　thc　gonad，　rearranged　its　cortex　into　a　square　shape，　re－formed　the　nuclear　envelope
（Fig．1－2g），　and，　surprisingly，　initiated　cytokinesis（Fig．1－2h，　arrow）．　The　cleavage　fUrrow　was
often　dynamic　and　sometimes　regressed（Fig．1－2　i）．　However，　the　nucl則s　was　not　divided．　Thus，
when　the　cleavage　was　complete，　the　nucleus　was　restricted　to　only　one　ofthe　two　daughter
ce11s，1eaving　the　other　cell　anuclcar（Fig．1－2j，　asterisk）．　In　the　absence　ofovulation，　maturation
ofthe　second　or　th　ird　proximal　oocyte　was　often　observed（data　not　shown），　indicating　that　a
signal　to　induce　oocyte　matUration　can　reach　distally　located　oocytes　as　demonstrated　previously
（Iwasakiθ∫砿，1996）．　Therefbre，　suppressio皿of　TM　specifically　caused　a　defect　in　the
contractile　activity　ofthe　ovary，　bu宅not．　in　the　process　of　oocyte】ma加ration．　The　Ce　TMI，∬
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酬ρ（n＝5）and　C召TIS4El，ll，・砿〃鯉〃〈n＝重⑪）w。rms・skow¢盛翻ea罫1ンidentica韮のv種1at至on
defヒct　by　tlme．lapse　rn圭croscopy（Tab玉e　1－3）．
PAT－10　TroPonin　C　ls　Re｛luired董br　O・v墾翌a垂ion
　　　　　　Prev　ious　repor毛by　Myers　et　al．（玉996）demonstrated　that　a　mlltatlon　ln　the　mup－2
troponin　T（TNT）gene　impaired　eontraction　of　the　myoepithelia1　sheath　aiid　caused　a　very
similar　sterile　phenotype　to　C召工Mρ翻9．　Th董s　obsorvation　strongly　sugges重s　that　tropon重無韮s
aIso　a　regu董ator　of　sheath　contract韮on．　I　extracted　ava韮lable　fUnctiona蓋data　on　all　ge難es　fbr　the（］．
elegans　troponin　components（2　tropon韮n　Cs（TNCs），4　troponin　ls（TNIs），　an｛垂4TNTs）（Table
1－2）and　found　that　the　patLIO／tnc－1　’rNC　gene　was　the　only　troponin　cornponent　that　caused
steri　l　ity　by　RNAi（Kamath　et　aL，2003）．　「1”hese　data　led　me　to　hypothesiZe　that　PAT－　1　e　TNC
might　be　a　regulatory　component　ofco群traction　ofthe　myoepithelial　sheath　cells．　PAT－10TNC
was　previously　reported　as　a　component　ofthin　filaments　in　body　wall　muscle（Teraml　et　aL，
1999），but　its　expression　and　local　ization　in　the　gonad　are　not　known．　Mutations　in　the　pat－10
gene　cause　embryonic　arrest（Williams　and　Waterston，1994）and　do　not　allow　me　to　invostigate
its　role　in　thc　gonad　that　develops　d1」ring　larval　stages（Hubbard　and　Greonstoin，2000）・
　　　　　　1　perfermed　RNAi　of、ρat」IO　by　feeding　a皿d　fbund　that　it　allowed　the　treated　wonns　to
grow　into　adults　and　caused　defective　worm　mot韮ity　and　stcrility，　which　wereΨery　simi茎ar　to　the
CeTM　（RNA　i）　phenotypes（Fig．1－3）．　RNAi　ofpat－10　significantly　reduced　the　PAT・10prote　in
（Fig．レ3a，　compare　lanes　1　and　4）without　a脆cting　the　level　of　CeTM（Fig・1－3b，　compare　lanes
land　4）．　The　leveI　of　PAT－10　was　slightly　reduced　by　RNAi　of　CeTM（Fig・1－3a，　ianes　2　and　3）・
Thepat－10　（RArAi）　worms　vvere　nearly　paralyzed　and　produced　no　progeny（Table　1－1）・
Exam　ination　ofthe　pat－10‘RLIVAi）　gonads　shovv¢d　that　endom曇totic　oooytes　wl掛large
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accumulations　ofDNA　were　present　in　the　proximal　gonad（100％，　n＝200）（Fig．1－3e　and　Table
1－1）．Tlme－lapse　recording　ofthe　live　pat－10　（R2VA　ij　gonads　showed　that　contraction　ofthe
proximal　gonad　was　absent　or　very　weak　even　a丘er　the　proximal　oocyte　became　mature　and　the
oooyte　remained　in　the　gonad（57％，　nr7）（Fig．1－4，a，　c，　e，　and　g）．　Such　oocytes　underwent
multiple　rounds　of　nuclear　envelope　breakdow皿and　reappearance（Fig．1－4，　c　a皿d　e，　asterisks）
and　aberrant　cytokinesis（71％，　n＝7）（F　ig．14，　e　and　g，　arrowheads）．　In　some」ワat－10　（RIVAij
worns（43％，　n＝7），　the　spermatheca　was　able　to　diiatc　and　alIowed　ovu且ation　of　the　proximal
oocyte　in　the　absence　of　intense　sheath　contraction（Fig．1－4，　b，　d，　f　and　h）．　Howcver，　in　20f　3
such　cases，　the　spermatheca　contracted　before　ovulation　was　completed，　which　resulted　in
cEeavage　ofthe　oocyte　and　ovulation　ofonly　a　portion　ofthe　oocyte（Fig．1－4，　f　and　h，　arrows），
indicating　that　the　spennatheca　can　dilate　but　its　dilation　and　contraction　are　uncoordi皿ated
during　ovulation．　These　results　indicate　that　sternity　by　pαレ10催4りis　due　to　a　strong　dcfect　in
contraction　of　the　myoepitheIial　sheath　as　observed　fbr　RNAi　ofCeTM．
Tropomyosin　and　Troponin　C　Are　the　Componen重s　of　the　No皿一striated　T血in　FilamentS　i皿
the　Myoepithe］ial　Sheath
　　　　　　By　immunofluorescence　microscopy，　I　fbund　that　CeTM　and　PAT－10TNC　co－iocalized
with　actin　fi　laments　in　the　myoepithelial　sheath　ofthe　ovary（Fig．1－5）．　PAT－10was　expressed
only　in　the　myoepithelial　sheath　cells　but　not　in　the　spermatheca　and　co－localized　with　the　aetin
filame皿ts　in　a　non－striated　manner（F　ig．1－5，　a－c）．　In　contrasちCeTM　was　expressed　in　both
myoepithelial　sheath　and　spermaLthcca　and　localized　to　the　actin　filaments　in　a　non－striated
pattcrn（Fig．1－5，　j　4）．　The　Ce7？Lc（1，　ll，III，　IV　（R2VA　i）　treatment　eliminated　filamentous　stalning　by
anti－CeTM　antibody　but　not　diflUse　staining　ofthe　gonad（Fig．1－5，　m－o），　suggesting　that
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residual　CeTM　protein　or　no皿specifically　recognized　proteins　are　visualized．　In　addition，　RNAi
ofCeTM　reduced　fiIamentous　staining　of　PAT－10（F　ig．1－5，　d－f），　indicating　that　assoclation　of
PAT－10with　actin　is　dependent　on　CeTM．　In　contrasち　pat－IO　（nVAij　nearly　completely
eIiminated　PAT－IO　in　the　gonad（Fig．1－5g）but　did　not　affect　the　filamentous　pattern　ofCeTM
（Fig．1－5P）．　Thus，　CeTM　localizes　to　actin　filaments　independently　ofPAT－10・The　organization
ofactin　filaments　in　the　myoepithelial　sheath　and　spermatheca　was　not　significantly　altered　by
RNAi　ofCeTM（Fig．1－5，　e　and　n）orpdt－10（Fig．1－5，　h　and　q）except　f｛〕r　minor　disarrays　ofthe
filaments（also　see　Fig．1－6），　which　might　be　due　to　excessive　accumulation　ofendomitotic
oocytes．　Taken　together，　these　observations　strongIy　suggest　that　both　CeTM　and　PAT－IOTNC
are　the　components　of　non－striated　thin　fi且aments　in　the　myoepithelial　sheath　cclls　and　regulate
　　　　　　■contractlon．
Tes重ing　th¢role　of　ADFICofilin　in　Ovlllati｛m
　　　　　　We　previously　reported　that　a　mutation　in　un‘－60B，　encodi皿g　a　muscle－specific　actin
depolymerlzing飴ctor（ADF）／cofilin　isoform，　suppresses　the　CeTM　（R2VAij　phenotype　in　the
body　wall　muscle（Ono　and　Ono，2002）．　We　observed　that　the　unc－60B　（r398）　mutation，　which
inhibits　the　filament　sevcring　activity　of　UNC－60B（Ono　et　al．，1999；Ono　et　aL，2001），　also
supPressed　the　sterile　phenotype　by　CeTM「（R，？VAij　and　reported　in　Ono　and　Ono（2004）・
HoweΨer，　a　more　recent　study　strongly　suggested　that　the　absence　of　ovulation　defects　in　the
original　unc－60B（r398）strain　is　like豆y　due　to　a　background　mutation　that　affects　efficiency　of
RNAi　rather　than　a　direct　effect　ofthe　unc－60B　mutation（Yu　and　Ono，2006）・Moreover，　we
have　recently　found　that　UNC－60A（the　other　isoform　ofADF／oofilin）but　not　UNC－60B　is
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essential　fbr　assembly　ofthin　filaments　in　thc　myoepithclia！　sheath　cells（unpublished　da切．　To
date，血1nctional　interaction　between　UNC－60A　and　CeTM　has　not　been　charaαcrized　yet．
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1）iscussion
　　　　　　In　this　stUdy，　I　identified　TM　and　TNC　as　essential　regulators　of　Gontraction　ofthe
myoepithelial　sheath　during　ovulation　in　the　C．　elegans　reproductive　system．　RNAi　ofCeTM　or
pat－10　TNC　strongly　inhibited　sheath　contraction　which　is　essential　for　expelling　a　matUre
oocyte　into　the　spermatheca　for　fertilization．　Spermathecal　dilation　was　strongly　inhibited　by
Ce　TM　（RiVA　ij　but　only　vveakly　by　pat－IO　（RNAij．　This　obsorvatio皿was　supported　by
immunolocalization　demonstrating　that　CeTM　localized　to　the　actin旬ament　network　in　the
myoepithelial　sheath　and　spermathec4　but　PAT－10　MC　was　expressed　only　in　the
myoepithelial　sheath．
　　　　　　My　results　show　that　the　nematode　myoepithelial　sheath　is　physiologically　similar　to
striated　musde　whose　contraction　is　regulated　by　a　TM－TN　complex．　Smooth　muscles　of
vertebrates　and　most　invertebrates豆ack　troponin，　and　their　contraction　is　generally　regulated　by
phosphorylation　ofmyosin　light　chain　and／or　Ca2＋・calmodulin　regulation　ofcaldcsmon，　an　actin－
assooiated　protein（Marston，1995；Wang，2001）．　Howcver，　no　caldesmon　homolog　is　f（〕und　in
the　C．　elegans　genome　sequence，　and，　currently，　no　cand量dates　fbr　myosin－1inked　regulators　of
sheath　contraction，　such　as　myosi皿light　chain，　calmodulin，　and　myosin　Iight　chain　killase，　ha．ve
been　characterized．　Rho－kinase　and　myosin　phosphatase　also　regulatc　smooth　muscle　contraotion
in　vertebrates　by　modulating　myosin　activity（Hartshome　et　aL，1998；Kureishi　et　aL，1997；
Uehata　et　al．，1997）and　their　C．　eiegans　orthologs　LET－502　and　MEレ11are　invo［ved　in
ovulation（Wissmann　et　al．，1999）．　However，　they　are　expressed　in　the　spermatheca　but　not　in　the
myoepithelial　sheath　and　implicated　in　spermathecal　eontraction　and　dilation（Wissmann　et　aL・
1999）．Major　sperm　protein（Mmer　et　a1．，2001）and　an　Eph　receptor（Miller　et　al．，2003）are
identified　as　the　upstream　signals　for　sheath　contraction．　Therefore，　based　on　the　established
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fUnction　oftroponin　as　a　thin　filament－Iinked　calcium－switch　fbr　muscle　contraction（Gordon　et
aL，2000），　it　is　likely　that　intracellular　calcium　is　elevated　by　maj　or　sperm　protein　and　Eph，
which　is　then　detocted　by　troponin　to　activate　actomyosin　interaction．
　　　　　　The　primary　effect　ofRNAi　of　CeTM　or　pat－10was　on　contraction　ofthe　myoepithelial
sheath．　In　addition，　spermathecal　dilation　was　severely　impaired　by　Ce工71f　（Rハ乙Ai）　and　panially
by　pat－10　（RIVA　i）・However，　CeTM　was　expressed　in　the　spermathec亀　but　PAT－10was　not
Therefbre，　the　spermathecal　defect　in」pat－10　（R？VAij　worms　might　be　a　secondary　effect　of
defeotive　sheath　contraction．　It　is　proposed　that　the　myoepithelial　sheath　pulls　dilating
spermatheca　and　facilitates　dilation（McCarter　et　a1．，1997）．　Ge皿etic　studies　show　that
spermathecal　d　ilation　is　mediated　by　an　inositol　triphosphate　pathway（Bul　and　Stemberg，2002；
Clandinin　et　al．，1998），　sロggestlng　strongly　that　calcium　is　the　second　messenger．　Nonetheless，
absence　oftroponin　in　the　spermatheca　suggosts　that　spematheca旦dila」tion　is　regulated　by　a
diffTerent　mechan　ism　from　sheath　contraction．　A　s　briefly　mentioned　above，　Rho－kinase　and
myosin　phosphataso　regulate　spemathecal　activity（Wissmann　et　aL，1999），　but　the　fUnctional
re】ationship　between　calcium　and　the　Rho－kinase－myosin　phosphatase　pathway　is皿ot
understood．
　　　　　　The　myoepithelial　sheath　after　RNAi　of　CeTM　erpat－10　did　not　appear　to　constrict　the
enclosed　endomitotic　oocytes，　suggesting　that　the　sheath　cells　are　relaxed．　However，　ifthe
fi」nction　of　the　TM－TN　complex　is　to　inhibit　the　actomyosin　interaction　when　the　Ca2÷
concentrations　are　Iow，　perturbation　ofTM　or　TN　is　expected　to　cause　hypercontraction．
Therefbre，　it　is　possible　that　the　activity　of　myosin　is　regulated　by　a　separate　mechanism，　which
may　prcvent　hypercontraction　when　the　TM－TN　system　is　inhibited．　Indeed，　biochemical　studies
on　i　solated　C．　eiegans　myosin　and　actin’　demonstrated　that　C．　elegans　has　both　actin－　and
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myosin－1inked　regulatory　systems　fbr　the　actomyosin　actlvity（Harris　et　aL，1977）・Regulato］【y
myosin　light　chains　often　pJay　critical　roles　in　the　regulation　of　myosin　activity，　although　the
regulatory　mechanisms　are　various・　ln　addition　to　the　phosphoregulation　of　myosin　light　chain　in
vertebrate　smooth　muscle，　molluscan　regulatory　myosin　light　chains　d孟rectly　binds　to　Ca2＋and
activatos　the　myosin　motor　act董vity（reviewed　in　Szent－GyOrgyi，1996）．　In　C．　elegans，　two
regulatory　light　chain　genes，　mlc－1　an山nlc－2，　are　expressed　in　body　wall　muscle（Rushfbrth　et
aL，1998），　but　their　biochemical　propertios　and　expression　in　the　myoepithelial　sheath　are　not
understood．　Altematively，　the　possibility　that　TNC　directly　regulates　myosin　activity　is　not
excluded　because　TNC　is　homologous　to　myosin　light　chains　and　calmodulin　that　are　known　to
regulate　myosin　activity．
　　　　　　It　was　somewhat　surprising　that　RNAi　of　CeTM　caused　aberrant　cytokinesis　in　the
endomitotic　oocytes，　because　TM　is　essential　fbr　cytokinesis　in　fission　yeast（Balasubramanian
et　a1．，1992）．　Our　RNAi　treatment　did　not　completcly　eliminate　the　CeTM　protein．　Therefbre，
residual　CeTM　might　be　sufficient　to　support　cytokinesis．　Alternatively，　an　uncharacterized
CeTM　isofbrm（s）rnight　be　expressed　in　the　oocytes．　The　CeTM　gene，　ony－Mev－〃，　undergoes
alternative　splicing　to　produce　multiple　isoforrns（AnyanfU1　et　al．，2001；Kagawa　et　aL，1995）．
However，　a　non－muscle　isoforrn　of　CeTM　has　not　been　identified．　Our　anti－CeTM　antibody
weakly　stains　early　embryos，　but　C召1M催4りdid　not　af驚ct　embryonic　cytoki血esis（data　not
shown）．　In　vertebrates，　more　than　40　TM　isoforms　are　produced　and　play　d　istinct　roles　in
different　cellular　events（Gunning　et　al．，1998）．　Therefore，　an　uncharacterized　CeTM　isofb㎜（s）
might　not　be　supPressed　by　our　RNAi　constructs　and　supPort　cytokinesis　in　the　endomitotic
oocytes．
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　　　　　　Although　the　mechanisms　of　ovulation－fbrtilization　are　various　among　diffbrent　metazoan
species，　C．　elegans　i　s　an　attractive　model　to　study　cornmunication　betWeen　somatic　gonad　and
germ　ce且且s．　ln　th　is　stUdy，　1　identified　TM　and　TN　as　essential　regulaters　ofcytoskeleta1　actiΨity　in
the　somatic　gOnad．　Further　genetie　and　cell　biological　stUdies　on　this　system　should　reveal　how
sperm　and　oocytes　influence　activity　of　the　TM－TN－actin　system　ofthe　somatic　gonad　and　how
the　gonadal　activity　affects　oocyte　matUration　and　fertiliZation・
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Figure　1－1．RNA　interference　of　tropomyosin　causes　ovulation　defects　and　endomitotic　DNA　replication　in
the　oocytes．（a　and　b）Nomarski　images　of　the　adult　hermaphroditic　gonad　of　contro1（a）and　CeTMI・II・III・
IV（RNAi）（b）worms．　Germ　cells　are　proliferated　in止e　distal　gonad（Dis）and　developed　into　ooc》忙es（0）
in出e　proximal　gonad．　A　mature　ooc）喧e　is　ovulated　Imd矧1ized　in　dle　spe㎝atheca（Sp）and　initiates
embワogenesis　in　the　uterus（Ut）．　In　the　CeTMI，II，III，IV（RNAi）wom，　the　proximal　ooc）4es（EnO）had
ambiguous　nuclear・cytoPlasmic　boりndary，　which　is　characteristic　of　endomitotic　oocytes・and　there　was　no
embryos　in　the　utems．　Bar，20μm．（cづ）Visualization　of　DNA　by　DAPI　staining　showed　that　control
oocytes　had　condensed　chromosomes（c，　arrows），　while　the　proximal　oocytes　in　the　CeTMI・II・III・IV（RNAi）
wom　had　large　accumulations　of　DNA（d，　arrowhead）．　Staining　of　actin行laments　with　rhodamine－
phalloidin　demonstrated　that　oocytes　were　regularly　compartmentalized　in　the　control　ovary（e）・but　that　they
had　irregular　cell　compa血nents　in　the　CeTMI，II，III，IV（RNAi）ovary（£arrows）・Transgenically　expressed
GFP－tagged　yolk　protein　YP　170　accumulated　in　control　oocytes　and　embryos　by　endocytosis（9）・The
oocytes　in　the　CeTMI，II，III，IV（RNAi）worm　also　had　the　yolk　protein（h），　suggesting　that　endocytosis　was
nomaL　Merged　in　i　and　j　are　DNA（blue），　actin（red），　and　yolk（green）・Asterisks　in　j　indicate　anuclear　cells・
Bar，50μm．　　　　　　　　　　　　　　　　　　24
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Figure　1－2．　Ovulation，　but　not　ooc》4e　maturation，　is　defective　in　the　tropo重nyosin－RNAi　woms・Ovulation
P「ocesses　ofcontro1（a－d）and　CeTMI，II川，IV（RNAi）（e－j）worms　were　recorded　by　time－1apse　Nomarski
microscopy．　In　a　control　worm，　the　most　proximally　located　oocyte（a，　asterisk）became　mature　and　showed
morphological　change　into　a　round　shape　and　nuclear　envelope　breakdown（b）・It　was　pushed　by　intense
contraction　ofthe　ova1γ　and　fertilized　in　the　spermatheca（c）．　Then，　embryogenesis　was　initiated　in　the
ute「us　a貸er　ovu】ation（d）．　In　the　CeTMI，II，III，IV（RNAi）worm，　the　most　proximal　oocyte（e，　asterisk）
became　mature（f），　but　was　not　ovulated　due　to　weak　contraction　ofthe　ovary（9）」n　the　absence　of
ovulation，　the　nucIear　cnvelope　reapPeared（9，　asterisk）and　a　cleavage　furrow　was　fornied（h・arrow）・Thc
恥「ow　was　dynamic　and　sometimes　regressed（i）．　However，　when　the　cleavage　is　complete，　the　daughter
cell　on　the　left　became　anuclear　and　the　large　nucleus　is　segregated　into　the　other　cell（1）・Positions　of　the
spematheca　are　indicated　by‘‘s”．　Numbers　indicate　tilne（min°sec”）from　the　first　frame・Bar・20μm・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　25
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Figure　1－3．　RNAi・fpat－10tr・P・nin　C　results　in・vulati・n・defects・（a－c）Westem　bl・t　analysis・fPA’「－10
（a），CeTM（b），　and　actin（c）after・control　RNAi　with　a　blank　vector（1ane　1）・CeTMI・II（RNAi）（lane　2）・
CeTMI，II，m，IV（RNAi）（1ane　3），　or　pat－10（RNAi）（lane　4）・PAT－10　was　significantly　reduced　by
pat－10（RNAi）（a，　compare　lanes　l　and　4）and　slightly　reduced　by　CeTMI・II（RNAi）（a・1ane　2）・
CeTMI，II，III，IV（RNAi）（a，　lane　3）．　ln　c・ntrast，　the　level・fCeTM　was　n・t　altered　by　pat・10（RNAi）
（b，c・mpare　lanes　l　and　4）．（c－i）C・ntr・1（d，　f，　and　h）・r　pat－10（RNAi）（e，9・and　i）w・ms　were　stained
by　DAPI（d　and　e）and　rh・damine－phall・idin（fand　g）．　Merged　images・fDNA（blue）and　F－actin（red）
are　shown　in　h　and　i．　Positions　ofthe　spermatheca（Sp）are　indicated　in　d　and　e・Large　accumulations　of
DNA　in　end・mit・tic・・cytes　are　indicated　by　ag9・ws　in　e・Ba「・50μm・
Figure　1－4．　Time－lapse　observation　of　ovulation　in　the　pat－10（RNAi）wom・Ovulation　process　oftwo
「ePresentative　pat。10（RNAi）worms．　In　a，　c，　e，　and　g，　ovulation　was　completely　unsuccessfU1．Nuclear
envelope　breakdown　ofthe　most　proximal　oocyte（c，　asterisk）indicated　oocyte　maturation・However・
due　to　lack　of　sheath　contraction，　the　oocyte　was　not　transported　and　nuclear　envelope　re－apPeared
（e，asterisk）．　Abemant　cytokinesis　ofthe　oocyte　was　also　observed（e　and　g，　arrowheads）・In　b・d・£and　h・
ovulation　was　pa貢ially　success釦1（also　s6e　Video　4）．　A食er　ooc》吐e　maturation（b），　the　spematheca
dilated（d），　and　the　ooc）4e　entered　the　spermatheca（£arrow）・However，　only　a　portion　ofthe　ooc》往e　was
transported　into　the　uterus（h，　arrow）．　Numbers　indicate　time（min’sec”）丘om　the　first丘ame・Bar・20μm・
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Figure　1。5．　Localization　of　tropomyosin　and　PAT－10troponin　C　to　the　thin　filament　network　in　the
myoepithelial　sheath．　Hermaphroditic　gonads　were　dissected　from　control（a－c　and　j－1）・CeTMI・II・III・IV
（RNAi）（d－f　and　m－o），　or　pat－10（RNAi）（9－i　and　p－r）woms　and　stained　with　anti－PAT－10（a・　d・　and　9）・
or　anti－CeTM　G，　m，　and　p），　and　aロti－actin　antibody（b，　e，　h，　k，　n，　and　q）．　Merged　images　of　PAT－100r
CeTM（green），　actin（red），　and　DNA（blue）are　shown　in　c，　f，1，1，（），　and　r・　PAT。10was　expressed　in　the
myoepithelial　sheath（MS）but　not　in　the　spematheca（Sp）and　co－10calized　with　F－actin（a）・CeTM　was
expressed　in　both　myoepithelial　sheath　and　spermatheca　and　co－localized　with　F－actin①・Bar・　50　pm・
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Figure　1－6．　Effrects　of　CeTM　RNAi　or　pat－10RNAi　on　actin　organization　in　the　somatic　gonad・
The　myoepithelial　sheath（a・d）or　the　spema止eca（e－h）of　dissected　gonads　a食er　control　trea血ent
（aand　e），　CeTMI，II（RNAi）（b　and　f），　CeTMI，II，III，IV（RNAi）（c　and　g），　or　pat－10（RNAi）（d　and　h）
were　stained　by　tetramethylrhodamine－phalloidin　to　visualize　F－actin．　Note　that　intensely　stairied
aggregates　in　b－d　were　present　in　the　oocytes　not　in　the　sheath　cells　due　to　aberrant　cell　division．
Bars，50μm（a－d）or　10μm（e－h）．
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Table　1－1．R　NAi　phenotypes　f（〕r．　CeTM　and　pat－10
St1ai皿
wild－type
RNAi
Control
lc召皿，ll
CeTAdtl，ll，　UI，11Z
pat－10
Motility
（beats／30　sec，　n＝10）
105±5．5
46土6．8
3土5．9
0．6土1．1
Brood　Stze
（n＝10）
314±33
0士0
0士0
0±0
Emo　phenotype
（％，n＝200）
0
100
100
100
‘
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Table．1－2．　Tropomyoshl　and　troponin　in　C．　elegans
ProtemGene
Tropomyoshl　iev－〃伽ly－1（Y105E8B．11）
Troponin　C
　　　　　　　I
Troponi　1　1
Tropo血T
pat－IOIinc－i（F54C　1．71）
tnc－2（ZK673．711）
tni－1（F42Ell．4　X）
unc－2　7／tni－2（ZK721．2　X）
tni－3（T20B3．2　V）
tni－4（WO　3F8．11V）
mup－2ノ’tnt－i（T22E55　X）
tnt－2（F53A9．10X）
tnt－3（C14F5．3　X）
tnt－4（TO8Bl．2　V）
Leng　b（a．a．）Mutanta
256－301
61
160
250
242
260
197
405
428
328－1216
347－375
Levb　PatC
　　　，Patg
ND
ND．
Uncl
NDND
Mup，　Stel
NDNDND
RNAi　a
E皿bd，　Unce，　Stef
Stef・h
Lvah
WTh
WTh
WTh
Groh
WTh
WTh
WTh
WTh
aDesignations　fbr　the　phenotypes：Lev，　levamisole－sensitive；Pat，　paralysed　arrest　at　two－
fbld；Unc，　uncoordinated；Ste，　sterile；Lva，　larval　arrest；Gro，　slow　growth；Mup，　muscle
sitio血g；WT，　wild肺e；ND，　not　detem血ed．認ewis鳳198。
°Williams　and　Watersto皿，1994
dAnyanfu1召t　alL，2001
eOno　and　Ono，2002
fThis　study．
9WMiams　and　Waterstr）n，　1994；Terami　et　al．，1999
hKama止et　al．，2003
iBurkeen　et　al．，2004
jMyers召t　al．，1996
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CHAPTER　2
Caenor加加riti’S召legans　kettin，　a　large　immunog藍obulin－1ike　repeat　protein，
binds　to　fi雇amentous　actin　and　provides　mechanical　stability　to　the　contractile
apP2ratuses　in　body　wa11　musole
Abstract
Kettin　is　a　large　actin－binding　Protein　with　immuno910bulin－1ike（Ig）repeats，　which　is　associated
with　the　thin　filaments　in　arthropod　muscles．　Here，1　report　identification　and　funotional
characterization　of　kettin　in　the　nematode　Caenorhabditis　elegans．　I　fbund　that　one　of　the
monoclonal　antibodies　that　were　raised　against　C．　elegans　muscle　proteins　specifically　reacts
with　kettin（Ce－kettin）．　I　detemined　the　entire　cDNA　sequence　of　Ce－kettin　that　encodes　a
protoin　of472　kDa　with　311g　repeats．　Arthropod　kettins　are　splice　variants．　of　much　larger
conneotin／titin－related　proteins．　However，　the　gene　fbr　Ce－kettin　is　independent　of　other
connectin／titin－related　genes．　Ce－kettin　localiZes　to　the　thin　filaments　near　the　dense　bodies　in
b。th　striated　and　non－s甘iated　muscles．　The　C－terminal　four　lg　repeats－and　the　adj　acent　non－lg
region　synergistically　bind　to　actin　filarnents　in　vitro．　RNA　interference　ofCe－kettin　caused
weak　disorganization　of　the　actin　filaments　in　body　wall　muscle．　This　phenotype　was　suppressed
by　inhibiting　muscle　contraction　by　a　myosin　mutation，　but　enhanced　by　tetramisole－inducod
hypercontraction．　Furtherrnore，　Ce－kettin　was　involved　in　organiZing　the　cytoplasmic　portion　of
the　dense　bodies　in　cooperation　w　ith　a－actinin．　These　results　suggest　that　kettin　is　an　important
regulator　of　myofibriIlar　organization　and　providcs　mechanical　stability　to　the　myofibrils　during
　　　　　　　contraotlon．
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Introduction
　　　　　　Kettin　is　a　large　protein　of500－700　kDa　fbund　in　the　Z－discs　and　the　I－bands　of
arthropod　muscles（Bullard　et　al・，2006；Bullard　et　aL，2000；Bullard　et　aL，2002）・Kettin　directly
binds　to　actin『fi且an　tents　with　high　aMinity（Lakey　ct　aL，1993；Maki　et　aL，1995；van　Straaten　et
aL，1999）．　Proteolytic　removal　of　kettin　by　calpain　from　the　Z－discs　causes　disintegratlon　ofthe
Z－discs（Lakey　et　al．，1993）and　decrease　in　stiffhess　of　the　myof量brils（Kulke　et　al・，　2001b）・
Kettin　is　one　ofthe　first　proteins　to　co－localize　with　actin　during　the　early　stages　of
myofibrillogenesls（Ayme－Southgate　et　al．，2004），　and　genetic　analysis　have　shown　that　it　is
essential　for　myofibril　assembly　in　the　fruit　fly（Hakeda　et　aL，2000）．　The　sequence　ofkettin
contains　35　immunoglobulin－1ike（Ig－）repeats　separated　by　short　Iinker　sequences（Hakeda　et　aL，
2000；Kolmerer　et　aL，2000）and　is　related　to　the　connectin／titin　family　of　giant　elastic　proteins
（Gautcl　et　aL，1999；Granzier　et　aL，2002；Gregorio　et　aL，1999；Maruyameg　1997；M臼皿yama
and　Kimur礼　2000）．　However，　ke賃in　does　not　have　fibronectin－1ike，　elastic　PEVK，　or　kinase
domains，　and　appears　to　be　a　uniquely　evolved　member　of　the　connectin／titin　famiIy　ofproteins．
Importantly，　recent　molecular　genetic　studies　have　shown　that　kettin　is　a　splice　variant　of
connectin／titin　in　Drosoρhila（Machado　and　Andrew，2000；Zhang　et　al．，2000）and　crayfish
（Fukuzawa　et　a1．，2001）．　Therefbre，　the　previously　reported　phenotype　ofthe　DrosOphila　kettin
mutants（Hakeda　et　aL，2000）may　be　partly　due　to　a　defect　in　the　D－titin　gene．
　　　　　　Based・n　sequence　h・m・i・gy，　a　gene　c・ding　f・r　a　kettin－like　prgtein　has　been　f・und　in
the　nematode　Caenorhabditis　elegans（Hakeda　et　aL，2000；Ko　lmerer　et　aL，2000）・Transcripts　of
this　gene　are　expressed　in　various　muscie　cells，　and　a　monoclonal　antibody　against　insect　kettin
reacts　vvith　the　dense　bodies　in　obliquely　striated　body　wall　muscle（Kolmerer　ct　a1・，2000），
which　is　equivalent　to　the　Z－lines　in　cross　striated　muscle．　However，　the　product　ofthe　C・
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elegans　keUin－like　gene　has　not　been　extensively　studied　at　the　protein　leve1・We　show　that　the
antigen　ofMH44，0ne　of　monoclonal　antibodies　raised　againstσelegans　muscle　proteins，　is
kettin（Franois　and　Waterston，1985；Ono　ct　aL，2006；Ono　et　al・，2005）・Unliko　arthropods，　thc
C．elegans　ke玩in　gene　is　independent　ofother　connectin／titin－related　genos　and　genet韮c
man　i　pulation　of　kettin　can　be　apPlied　without　affecting　them・My　fUnct韮onal　analysis　of　C・
θ’egans　kettin　suggests　that　kettin　is　an　important　regulator　ofactin　organization　and　myofibri　l
stability　in　muscle　ceUs．
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Ma重eria】s　an“Me重hods
Nematode　Strains
　　　　　　Wild－type　Caenorhabditis　elegans　strain　N2，　an　RNAi－sensitive　strain　NL2099　nj－
3（pkl　426）（Siinmer　e’α正，2002），　and　a　myosin　heavy　chain　mutant瑚c－54（sgjり（Moerman　et　al・，
1982）were　obtained　fヤom　the　Caenorhabdit’5　G¢nctics　Center（Minneapolis，　MN）・Anα1－actinin
mutant励1．1（ok84）　was　prov　ided　by　Drs，　Gary　Moulder　and　Robe宜Barstead（Okalahoma
Medical　Research　Foundation）．　Nematodes　wero　grown　under　standard　conditions　at　20°C
（Brenner，1974）・
1皿munoprecipitation　and　Microseque皿cing
　　　　　　During　the　prooess　of　purifying　actin　fヤom　C．　elθgans（Ono，1999），　high－salt／ATP
extracts　that　are　enriched　with　the　thin　filament　proteins　wore　saved　and　used　fbr
immunoprecipitation．　Briefly，　f｝ozen　nematodes　were　thawed　in　a　homogonizing　buffer（50　mM
NaCl，　l　mM　EDTA，20　mM　Tris－Hα，1mM　dithiothreitol，　I　mM　PMSF，　pH　8．0）and
h・m・genized　by　passing　tWice　thr・ugh　aFrench　pressure　cell　at　360－580　kgXcm2．　The
homogenate　was　centrifUged　at　10，000　x　9　for　10minutes，　and　the　pellet　was　washed　twice　with
the　homogenizing　buffer．　The　washed　pellet　was　extracted　twice　with　l　volume　of　a　high－
saltiATP　buffer（0．6　M　KC1，5mM　ATP，5mM　MgCl2，20　mM　Tris－HCl，0・2　mM　EGTA，　I　mM
dithiothreitol，1mM　PMSF，　pH　8、0），　and　centrifUged　at　l　O，OOO　x　9　for　l　e　minutes・　The
supematant（l　ml）was　dialyzed　against　phosphate－buffered　saline（PBS）over　nigbt　at　4°C．　The
extract　was　cleared　by　centrifUgation　at　20，000　x　g　fbr　I　O　minutes，　mixed　with　50μI　of　l　O％
Triton　X－lOO　and　5　p　l　ofthe　monoclonal　antibody　MH44（Francis　and　Waterston，1985）
（Provid¢d　by　Pamela｝loPPe，　Western　Michigan　University，　Kalamazoo，　MI）in　ascites　fluid，　and
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incubated　on　ice　lbr　2　hours．　Then，30　p　l　ofprotein　G－agarose　beads（Pierce　Biotechnology）that
had　been　washed　with　PBS　vvas　added　and　incubated　for　90　minutes　at　4°C　with　gentle　mixing．
The　beads　vvere　recovered　by　brief　centrifUgation　at　5，000　x　9　and　washed　three　times　vvith　l　ml
eaoh　ofPBS　dontaining　O．5％Triton　X－100　and　tWice　with　l　ml　each　ofPBS．　The　bound
proteins　were　eluted　with　50μ10f　SDS－lysis　buffer（2％SDS，80　mM　Trls－HCI，5％β一
mercaptoefhanol．15％glyccro1，0．05％bromophenol　b　lue，　pH　6．8）at　97°C　fbr　2　minutes．
　　　　　　The　immunoprecipitates　were　resolved　by　SDS－PAGE　and　analyzed　by　silver　staining
（Fig．2－1）or　Coomassie　Blue　staining　for　microsequencing．　The　60－62　kl）a　bands　wore　excised
together　from　the　gel　and　submitted　to　ProtTech　lnc．（Fai　rview　Village，　PA）for　identification　of
the　protein　fbllowing　their　standard　procedure．　Briefly，　the　protein　in　the　ge1　piece　was　digested
with切psin　in　50　mM㎜monium　bicarbonate　at　pH　8．5　and　thc　peptides　werc　extracted　by　3－5
volume　ofacetonitrilc，　dried，　and　dissolved　in　O．5％acetic　acid．　The　peptides　were　analyzed　by
liquid　chromatography　coupled　with　tandem　mass　spectrometIy（LC－MSIMS）．　The　MSIMS　data
were　subj　ected　to　homology　search　against　the　protein　database　and　manually　analyzed　for　the
quality　ofthe　results．
cDNA　C置oning　a皿d　Sequencing
　　　　　　Total　C．　elegans　RNA　was　prepared　from　N2　using　a　TRI　reagent（Sigma－Aldrich）．
Fragments（1－2　kb）of　the　Ce－kettin　cDNA　were　amplified　with　reverse　transcriptase－polymorase
chain　reaction（RT－PCR）using　a　Superscript　III　One－Step　RT－PCR　with　Platinum　Taq　DNA
Polymerase（lnvitrogen）with　primers　listed　in　Table　2－1．Nematode　mRNAs　often　have　the　SL　l
trans－spliced　leader　seque血ce　at　their　5’－ends．　Therefbre，　the　5’－end　of　the　Ce－kettin　mRNA　was
amplified　by　PCR　using　SLI　as　a　forvva・d　primer（Fr－l　in　Taもle　2－D．　They　were　c1。ned　int・a
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pCR－II　plasmid　v・ct・r　using　a　TOPO－TA　cl。ning　kit（Invitr。gen）・　and　the　sequences　deterrnined
by　DNA　sequencing・　The　sequences　were　manually　assembled　into　a　contiguous　fU11－length
cDNA　sequence・
Fluoresce皿ce　Microscopy
　　　　　　For　immunofluorescent　staining　of　adult　body　wall　muscle　in　Fig．2・3，　adult　wo㎜s　were
cut　in　halves　near　the　vulva　by　needles　on　poly－lysine－coated　slides　and　permeabilized　by　a
freeze－crack　method（Epstein　et　aL，1993）．　The　gonads　were　dissected　by　cutting　adult
hermaphrodites　at　the　level　of　phary皿x　on　poly－lysine－coated　slides　as　described　previously
（Rose　et　al．，1997）．　Worm　embryos　were　obtained　by　cutting　gravid　adults　on　poly－lysi皿e－coated
slides　and　perrneabilized　by　a　freeze－crack　method．　These　sarnples　were　fixed　by　an　optimal
method　and　stained　with　antibodies　as　l　isted　in　Table　2－2．　Immunofluorescent　staining　ofadult
body　vvall　muscle　in　Fig．2－8　was　performed　by　a　whole－mount　staining　procedure　as　described
previousIy（Finney　a皿d　Ruvkun，1990）．　When　the　host　animals　ofthe　primary　a皿tibodies　were
different，　they　were　mixed　and　reacted　with　the　samples　simultaneously，　and　followed　by
treatments　with　appropriate　fluorescently　labeled　secondary　antibodies（Table　2－2）．　1　also
succeeded　in　differentialIy　labeling　tWo　mouse　monoclonal　antibodies　by　using　secondary
antibodies　that　distinguish　lgG　isotypes．　MH44　is　lgG2亀　and　mouse　monoclonal　antibodies　of
the　lgGl　i・・type・w・・e　u・ed・f・r・simultane。us　staining　with　MH44・The　sample・were　first　t・eated
with　mixtUre　ofmouse　lgG　l　antibody　and　rabbit　or　guinea　pig　antibody，　and　then　with　secondary
antibodics（non－specific　fbr　IgG　isotypes）．　They　were　washed　with　PBS　and　blocked　with　O・l
mg／ml　mouse　IgG（R．eckland　lmmunochemicals）in　l％bovine　serum　albumin　in　PBS　for　l　O
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minutes，　and　reacted　with　MH44．　Then，　MI｛44　was　visualized　by　Zenon　Alexa　Fluor　Mouse
IgG2a　Labeling　Reagents（Molecular　Probes）（Table　2－2）・
　　　　　　Guinea　pig　antl－tropomyosin（CeTM）antibody　was　described　previously（Ono　and　Ono，
2002）．Rabbit’　polyclonal　anti－actin　antibody（AANO　1）was　purchased丘om　Cytoskeleton　Inc・
Mouse　monoclonal　anti－actin　antibody（C4）vvas　purohased　from　MP　Biomedicals．　Mouse
monoclonal　anti－myoA　antibody（clone　5－6）（Miller　et　aL，1983）was　provided　by　Henry　Epstein
（University　ofTexas　MedicaI　Branch　at　Ga置veston）．　Mouse　monoclonal　anti－vinculin　antibody
（MH24）and　mouse　monoclonal　anti一α一actinin　antibody（MH40）（Francis　and　Waterston，1985）
was　provided　by　Pamela　Hoppe．
　　　　　　Samples　were　viewed　by　epifluorescence　usi皿g　a　Nikon　Eclipse　TE2000　inverted
microscope　with　a　40x　or　60x　CFI　Plan　Fluor　objeotive．　Images　were　captured　by　a　SPOT　RT
Monochrome　CCD　camera（Diagnostic　Instruments）and　processed　by　the　IPLab　imaging
software（Scanalytics，　Inc．）and　Adobe　Photoshop　6．0．
Preparatio皿of　Recombina皿t　Ce－ket偵n　Fragments
　　　　　　To　oonstruct　an　expression　vector　fbr　KETN－CTl，a　cDNA　fragment　encoding　residues
3，830－4，250　was　amplified　by　PCR　using　primers　5’－
GATCGGATCCCAAGCTCCACCGACAATCTCCC　and　5’－
GATCGGTACCCTAGCGACTGAGTGTGAGCTTG　that　have　added　Bam　HI　and　Kpn　I
restriction　sites（underlined），　respectively．　The　PCR　product　was　digested　by　Bam　HI　and　Kpn　I
and　ligated　with　pQE－30（Qiagen）at　Bam　HI－Kpn　I　cloning　sites．　Expression　of　a　6xHis－tagged
protein　from　th　is　vector　was　not　successfU1．　Therefore，　the　cDNA　fragment　was　excised　from　the
vect。r　by　Bam　HI　and　Sma　1　and　ligated　with　pGEX－2T（Amersham　Biosciences）at　Bam－HI一
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Sma　1　cloning　sites．　The　cDNA　insert　was　entirely　sequenced　to　verify　that　there　were　no　PCR－
induced　rnutations．
　　　　To　construct　an　expression　vector　fbr　KETN－CT2，　two　cDNA丘agments　CT2－1　and　CT2－
2　that　overlap：　by　22　bp　were　amplified　by　RT－PCR．　Primers　fbr　CT2－l　were　5，－
GGTrCCGCGTGGATCCAGACAGACCAAGTrGAGACCGGC　and　5’－
GGGAGATTGTCGGTGGAGCTTG．　Primers　fbr　CT2－2　were　5’－
CAAGCTCCACCGACAATCTCCC　and　5’－
TCACGATGAATrCCCCTAGCGACTGAGTGTGAGCTTG．　Fifセeen　of　sixteen　bp　of
overlapping　sequences　with　pGEX－2T　were　designed　at　the　5’－and　3’－ends　of　CT2－1　and　CT2－2
（underlined），　respectively．　CT2－1，　CT2－2，　and　pGEX－2T　that　had　been　cut　by　Bam　HI　and　Sma　I
were　fUsed　at　their　homologous　ends　by　an　ln－fUsion　PCR　CIoning　Kit（BD　CIontech）．　The
cDNA　insert　was　entirely　sequenced　to　verify　that　there　were　no　PCR－induced　mutations．
　　　　To　construct　an　expression　vector　for　KETN－CT3，　a　cDNA　fragment　encoding　residues
3，554－3，831was　amplified　from　pGEX－KETN－CT2　by　PCR　using　primcrs　5’－
GG「ITCCGCGTGGATCCAGACAGACCAAGrl　rGAGACCGGC　and　5’－
TCACGATGAATTCCCTCAAGCTTGCTrAGATTGCCCGATCTTrG．　F　ifteen　of　sixteen　bp
ofoverlapPing　sequences　with　pGEX－2T　wore　added　at　the　5’－and　3’－ends（underlined）・The
PCR　product　and　pGEX－2T　that　had　been　cut　by　Bam　HI　and　Sma　1　were　fused　at　their
homo］ogous　ends　by　an　in－fUsion　PCR　Cloning　Kit（BD　CIontech）．　The　cDNA　insert　was
entirely　sequenced　to　verify　that　there　vvere　no　PCR－induced　mutations．
　　　　　KETN－CT1，KETN－CT2，　and　KETN－CT3　vvere　expressed　in　Escherichia　coli　as　GST－
fUsion　proteins　and　purificd　by　the　same　method．　The　E．　coli　strain　BL21（DE3）was　transformed
with　the　expression　vector，　and　cultured　in　MgZB　medium　containing　50　pg／ml　ampioillin　at　37
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。C　until　absorbanco　at　600　nrn　reached　O．6　cm帥1．Then，　the　culture　was　coo1ed　to　room
temperature，　and　protein　expression　was　induccd　by　adding　O．l　mM　isopropylβ一D－
thiogalactopyranoside｛fer　3　hours　at　room　temperature．　The　cel［s　vvere　harvested　by
centrif画gation　at　5，000　x　g　fbr　I　O　m　inutes　and　disrupted　by　a　French　pressure　ce叢1　at　360－580
kg／cm2　in　pB　S　containing　O．2　mM　dithiothreitol　and　O．4　mM　PMSF．　The　hom⑪genates　were
centrifUg¢d　at　20，000　x　g　for　15　m　inutes，　and　the　supernatants　were　applied　to　a　glutathione－
Uniflow　column（bed　volume　of　l　m1）（BD　CIontech）．　The　columns　were　washed　by　I　O　column
volumes　of　PBS　and　bound　proteins　wore　cluted　witb　l　O血M　glutathione，20　mM　Tris・HC1，02
mM　dithiothreitol，　pH　8．0．　Fractions　containing　the　GST－fUsion　proteins　were　dialyzed　against
O．I　M　KC1，20　mM　MES－KOI｛，0．2　mM　dithiothreito1，　pH　6．O　and　purified　fUrther　with　Mono　S
colum皿chrolnatography．　The　proteins　were　eluted　fセom　the　Mono　S　column　with　a　linear　KCI
gradient　of　O，1－0．5　M　and　dialyzed　over　night　againstα1　M　K．Cl，2mM　MgC12，20　mM　HEPES・
NaOH，0．2　mM　dithlothreito1，　pH　75．　Protein　concentrations　wcre　determined　by　a　BCA　Protei調
Assay　kit（Pierce　Biotechnilogy）．
Ac翻n－b韮nding　Assay
　　　　　Rabbit　musclc　actin　was　prepほred　as　dcsoribed（Pardee　and　Spudich，　1982），　and　its
bindlng　with　the　ketti皿丘agments　was　examin¢d　by　a　co－pelleting　assay　as　described　P，　rcviously
（Mohri　and　Ono，2003；Mohrl　et　al．，2004）with　modifications，　e－3GμM　GST－KETN－CT葦，GST－
KETN－CT2，0r　GST・K£TN－CT3　was　incubated　wkh　or　without　Factin（5　pM）in　a　buffer
contai漁g　O．玉MK．α，2mM　MgCI2，韮mM　dithiothreitol，2⑪㎜M　HEPES－NaOH，　pH　75　fbr　30
minutes　at　room　temperah葦re　and　ultracentrifUged　at　80，000　rpm　for　20　minutes　in　a　Becim2an
TLA－100　rotor．　The　supernatants　and　pel　lets　vvere　a（ljusted　to　the　same　volumes　and　arialyzed　by
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sDS－PAGE．　Gels　were　stained　with　Coomassie　Brillia皿t　B　lue　R－250（National　Diagnostics）and
scanned　by　a　UMAX　Powerlook　II夏soanner　at　300　dp　i，　and　the　band　intonsity　was　quantified　by
Scion　Image　Beta　4．02（Scion　Corp．）．　To　quantify　the　amounts　of　the　kettin丘agments　that　bound
to　actin，　the　a㎞ounts　of　non－specific　sedimentation　ofthe　ke廿in丘agments　were　determ　ined　from
control　experiments　without　F－aotin　and　subtracted　from　the　data　ofthe　assays　with　actin・
RNA　lnterference　Experiments
　　　　　　Nemato　des　were　treated　with　RNAi　for　ketn－1　by　feeding　E．　coii　expressing　doub】e・
stranded　RNA　under　the　conditions　as　described　proviously（Ono　and　Ono，2002）．　The　RNAi
clone　for　ketn－1（V－2FO　l）was　obtained　from　the　C．　elegans　RNA　i　library　f『om　Geneservice　Ltd．
（Cambridge，　UK）（Kamath　et　al．，2003）．　Control　experiments　were　performed　with　the　E．　coli
strain　HT　I　15（DE3）that　was　transforrned　with｛an　empty　RNAi　vector　L4440（Timmon　s　et　aL，
2001；Timmons　and　F呈re，1998）．　Phenotypes　were　analyzed　in　their　F　l　gencration．　Staining　of
wo㎜s　with　tetramethylrhodamine・phalloidin　was　performed　as　described　previously（Ono，
2001）．For　tetramisole　treatmenち　worms　were　harvested　by　M9　buffer，　washed　once　with　M9
buffer，　and　incubated　in　10　ml　M9　buffer　with　or　without　e．01％tetramisole（MP　Biomedicals）
fbr　l　hr　at　ro　om　temporatUre　on　a　nutator．　To　determine　brood　size，　F　l　RNAi－treatcd　worms
were　isolated　at　the　L41arval　stage　in　individual　plates，　and　the　number　ofprogeny　was　counted
by　removing　the　progeny　from　the　plates　until　the　worms　cease　producing　progeny・
Protein　Elec重rophoresis　and　Western　Blot
　　　　　　Fifl　y　adult　worrns　were　lysed　in　20　pl　of　SDS－lysis　buffer（2％SDS，80　mM　Tris－HCI・5
％β一mercaptoethanol，15％glycerol，0．05％bromophenol　blue，　pH　6・8），　heated　at　97°C　fbr　2
minutes，　homogenized　by　brief　sonication，　and　heated　again　at　97°C　fbr　2　minutes・The　samples
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were　resolved　by　SDS－PAGE　using　a　40r　5％acrylamide　gel　and　tra　nsferred　onto　a
polyvinylidene　difluoride　membrane（Immobilon－P；Millipore）using　a　Genie　Blotter（ldea
Soientific）．　The　membrane　was　blocked　in　5％non－fat　milk　in　PBS　containing　O・1％Tween　20
for　30　minute忌　and　incubated　with　MH44（1／2000－diluted　ascites　fiuid）fbr　l　hr　fbllowed　by
treatment　with　peroxidase－labeled　goat　anti－mouse　lgG（Pierce　B至otechno　l　ogy）．　The　reaotivity
was　detected　with　a　SupcrSignal　chemiluminescence　reagent（Pierce　Biotechnology）・The
rnembrano　was　treated　with　a　buffer　eontaining　2％SDS，100　mMβ一mercaptoethanol，　and　625
mM　Tris－HCI，　pH　6．8　at　50°C　f（）r　30　min　to　remove　bound　probes，　and　re－probed　with　mouse
monoclonal　anti－myoA　antibody（5－6）as　a　Ioading　controL
、
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Resu量ts
Identification　of　the　A皿tigen　for　the　Monoclonal　Antibody　M　H44　as　C．　e’egans　Kettin
　　　　　　Francis　and　Waterston（1985）generated　the　monoclonal　antibody　MH44　and　reported
that　its　antige血was　a　400－440　kDa　protein　and　localized　to　the　I－bands　in　C　elegans　body　wall
mus。1e．　We　confirrned　by　westcrn　blot　that　MH44　specifically　reacted　with　this　high－molecular－
weight　protein　with　very　weak　reaotivity　with　smaller　protcins　that　could　be　protcolytic　products
or　unknown　splice　variants　ofthe　major　band（Ono　et　aL，2006）．　Although　MH44　has　been　used
as　a　marker　fbr　tho　I－bands，　the　MH44　antigen　had　not　been　molecularly　identified．　To　determine
the　molecular　nature　ofthe　MH44　antigen，　I　isolated　this　protein　from　the　crude　thin　fi　lament
丘a。tion　by　immunoprecipitation（Fig．2－1）．　In　three　independent　experiments，　no　high－
molecular－weight　proteins　of400－440　kDa　were　recovered．　Instead，　tWo　60－62　kDa　proteins
were　reproducibly　precipitated　by　MH44（Fig2－1，1ane　l）．1　determined　partial　peptide　sequence
of　these　proteins　by　l　iquid　ehromatography・tandem　mass　spectroscopy　analysis　and　identified　27
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　コ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　tryptic　peptides（Table　2－3）that　corresponded　to　the　sequence　of　a　putatlve　C．　elegans　protein
F54E2．3（Genbank／EMBLIDDBJ　accession　number　AAC78200）with　a　predicted　Mr　of　500　K，
suggesting　that　the　isolated　proteins　vvere　proteo且ytic　fragments　ofthis　large　pretein．
　　　　　　Two　previous　studies　havo　reported　that　F54E2．3　is　an　ortholog　ofDroseph　ila　kettin，　a
large　lmmunoglobulin－1ike（lg－）　repeat　protein　in　striated　muscle（Hakeda　et　aL，2000；Kolmerer
et　al．，2000）．　However，　its　gene　products　have　bcen　deduced　from　computer－predicted　exon－
intron　structUres　and　only　partial　cDNA　sequences　near　the　3’－end　of　the　gene　ha鴨been
analyzed　by　the　Expressed　Sequence　Tag　project．　Therefbre，　I　determined　the量ill－Iength　cDNA
sequence（13．6　kb）ofthe　F54E2．3　gene　product　fbm　eight　contiguous　cDNA　f｝agments（TabIe
2－1）and　fbund　that　this　gene　indced　encodes　a　kettin一亘ike　protein　tbat　consists　of　4・250　amino
唱
acids　with　caloulated　molecular　weight　of47　1，704（Genbank／EMBLIDDBJ　accession　number
AY819766）．
　　　　　　Ce－kettin　is　composed　of3　11g－repeats（Fig．2－2，　grey　region）and　a　unique　kettin－
specifi。　sequencc　that　is　1・cated　betWeen　the　27th　and　28th　repeats（Fig・2－2）・All　the　lg－repeats
have　been　accurately　predicted　by　Kolmerer　et　al．（2000）and　they　are　separated　by　weakly
conserved　linker　sequences．　Previous　genome－wide　analyses　of　Igイepeat　proteins　in　C　elegans
did　not　annotate　the　Ce－kettin　gene　correotly（Teichmann　and　Chothi亀　2000；Vogel　et　aL，　2003）
due　to　lack　of　inforrnation　on　the　cDNA　sequence．　In　addition，　this　gcne　has　been　prcdicted　to
generate　a　protoin　with　a　prion－like－QIN－rich（pQN）domain　at　the　N－temlinus　and　dosignated　as
pqn－43　in　the　Wormbase（Chen　et　aL，2005）a皿d　the　sequence　database（Genbank／EMBレDDBJ
accession　number　NP－．503758）、　However，　our　oDNA　sequence　does　not　contain　the　PQN
sequence　in　the　open　reading丘ame．　Therefbre，1　propose　that　ketn－1　is　an　appropriate
designation　fbr　the　Ce－kettin　gene．
　　　　　　1　found　that　MH44　strongly　reacted　with　ba。terial　ly　expressed　C－terminal　fragments　of
this　protein，　KETN－CTI（residues　3，830－4，250）and　KETN－CT2（residues　3，554－4，250），　but
not　with　KETN－CT3（residues　3，554－3，831）o血westem　blot（Fig・　2－2），　indicating　that　the
epitope　of　MH44　is　present　with　in　the　four　C－te㎜inal　Ig－repeats．　In　support　of　these　data，　the
tryptic　peptides　ofthe　MH44　precipitates　correspond　to　the　C－terrn　inal　regio皿of　this　sequence
（Table　2－3）．
Localizatioll　of　Ce－kettin　to　t血e　Thin　Fi亘a皿ents　in　Striate｛1　and　Non－striated　M凹scle
　　　　　　MH44　vvas　previously　shown　to　label　the　entire　1－bands　in　body　wall　muscle（Francis　and
Waterston，1985）．　I　re－exarnined　intracellular　localization　of　Ce－kettin　by　double　or　triple
、
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staining　with　other　cytoskeleta1　markers，　and　found　that　it且ocalized　to　a　portion，　not　the　entire
length，　ofthe　I－bands（Fig・2－3）・Triple　staining　of　body　wall　muscle　for　actin（thin　filaments），
Ce－kett　in（MH44），　and　myosin　heavy　chain（thic圃aments）co而㎜ed　that　Ce－ke廿in　is
associated　wi亡h　the　thin　f11aments（Fig．2－3，　A，　D，　G，　and　J）．　However，　Ce－kettin　localized　to　a
iadder－like　pattern　and　its　localization　was　limited　to　a　narrovv　region　in　the　middle　ofthe　bands
of　actin（Fig．2－3，　compare　D－F　fbr　Ce－kettin　with　A－C　fbr　actin）・Triple　staining　fbr　actin，　Ce－
kettin，　and　vinculin（dense　bodies）showed　that　Ce－kettin　has　some　overlap　with　vlnculin，　but　the
center　ofthe　dense　bodies　was　devoid　of　Ce－kettin（Fig．2－3，　B，　E，　H，　and　K）．　In　addition，
cornparison　with　the　location　of　tropomyosin　showed　that　tropomyosin　localiZed　to　the　outer
region　on　the　thin　filaments　with　minimal　overlap　with　Ce－kettin（Fig．2－3，　C，　F，1，　and　L）．　These
results　indicate　that　Ce－kettin　is　associated　with　a　portion　ofthe　thin　filaments　near　the　dense
bodies．
　　　　　　My　results　on　the　Ce－kettin　localization　differ　from　the　report　by　Kolmeter　et　al．（2000），
which　demonstrated　that　an　antibody　against　insect　kettin　stained　the　dense　bodies．　Therefbre，　I
re－evaluated　the　specificity　of　the　monoclonal　antibody　MAC　155（provided　by　Belinda　Bullard，
European　Molecular　Biology　Laborato！y，　Ge㎜any）against　inseot　ke廿in　that　was　used　in
Kolmerer　et　al．（2000），　By　western　blot　oftotal　C．　elegans　extracts，　I　fbund　that　MAC　l　55
reacted　with　a　200－kDa　protein　but　not　with　proteins　of　400－500　kDa　that　were　recognized　by
MH44（data　not　sbown）．　This　result　suggests　that　MAC　I　55　has　other　reactivities　vvith　an
unknown　component　ofthe　dense　bodies　othcr　than　kettin．
　　　　　　in　addition，　Ce－kettin　was　expressed　in　non－striated　muscles　including　the　pharynx，　the
vulv亀　and　the　myoepithelial　sheath　ofthe　proxima1　ovary（Fig．2－4）・In　particular，　Ce－kettin　was
associated　with　the　actin　filaments　in　spots　a〔ljacent　to　the　dense　bodies（Fig2－4，　A－D）in　the
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ovarian　myoepithelial　sheath　that　expresses　the　same　myosin　heavy　chain　isoforrn　as　the　body
wall　muscle（Ardizzi　and　Epstein，1987）and　uses　tropomyosin　and　troponin　for　regulation　of
contraction（Ono　and　Ono，2004）．　Differential　localization　oftropomyosin　and　Ce－kettin　on　the
actin　fi　laments　was　more　clearly　observed　in　this　non－striated　muscle（Fig．2－4，　E－H）．
Tropomyosin　vvas　associated　with　the　entire　length　ofthe　actin　filaments（Fig・　2－4G），　whereas
Ce・kettin　localized　to　spots　that　are　associated　with　the　actin　filaments（Fig．2－4F）．　Observation
at　a　h　igher　magnification　revea且ed　that　tropomyosin　is　not　detected　where　Ce－ketrin　is　located
（Fig．2－4，1－L，　arrows）．　These　looalizatien　patterns　suggest　that　tropomYos　in　and　Ce－kettin　bind
to　actin　in　a　mutually　exclusive　manner．
　　　　　　During　development，　expression　ofCe－kettin　in　body　wall　muscle　was　detected　as　early
as　the　comma　stage（290　minutes　after　the　first　cleavage）（Fig．2－5A），　and　it　co－localized　with
actin　at　the　early　stage　ofmyofibril　assembly（Fig2－5，　B　and　C）．　At　the　two－fbld　stage（430
minutes），　in　addition　to　the　expression　in　the　body　wall　musole（Fig．　2－5，　D－F），　strong　expression
of　Ce－kettin　in　the　pharynx　was　detected（Fig．2－5G）before　robust　assembly　ofaotin　vvas
initiated（Fig．2－5，　G－1）．　At　the　three－fold　stage（520　minutes），　expression　of　Ce－kettin　in　the
body　wal　l　muscle（Fig．2－5，　J－L）and　the　pharynx（Fig．2－5，　M－0）became　stronger，　and　its
localization　to　the　contractile　apParatUscs　was　more　remarkable．　These　results　indicate　that　Ce－
kettin　is　one　ofthe　earliest　proteins　to　be　assembled　into　the　myofibrils．
Binding　of　the　C一重ermi皿al　Kettin－specific　and　lg　1）omains　te　Filame皿重ous　Aotin
　　　　　　Ireasoned　that　an　actin－binding　site　is　present　in　the　C－terminus　of　Ce－kettin，　bccause　a
C－terrninal　fragment　of　Ce－ke廿in　w｛面actionated　in　the　crude　thin行lament　preparation（Fig・2－
1）．　To　test　actin－binding　activity　of　the　Ce－kettin　C－terminal　domains，1　purified　bacterially
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expressed　C－terminal　fragments　of　Ce－kettin　and　examined　their　abi且ily　to　interact　with
fi　lamentous　actin．　I　prepared　three　Ce－kettin丘agments　as　fUsion　protcins　with　GST、　KETN－CTl
corresponds　to　residues　3，830－4，250　containing　the　four　C－terrninal　Ig－repeats（repeats　28－31）・
KETN－CT2（fesidues　3，554－4，250）has　the　kettin－specific　sequence　with　unknown　function　in
addition　to　Ig－repeats　28－31．KETN－CT3（res　idues　3，554－3，831）has　only　the　kettin－specific
sequence（Fig．2－2）．
　　　　　KETN℃T　1，KETN－CT2，　and　KETN－CT3　bound　to　F－actin　with　different　affinity　and
stoichiometry（Fig2－6）．　In　co－sedimentation　assays，　significant　portions　of　GST－KETN－CT　1，
GST－KETN－CT2，0r　GST－KETN－CT3，　co－sedimented　with　F－actin（Fig．2－6，　A－C）．　GST　alone
did　not　co－sediment　with　actin　under　the　same　conditions，　and　non－specific　trapping　of　GST　in
the　pellets　was　very　minor（Fig．2－6D）（Mohri　et　a1．，2004）．　Quantitative　analysis　ofthe　data
showed　that　KETN－CT2　bound　to　F－actin　with　higher　a伍nity（Kd＝0．68土0．062　pM）than
KETN－CTl（Kd・　O．93±0．36μM）or　KETN－CT3（Kd＝5．5　pM士1．2　pM）．　Also　interestingly，
binding　was　saturated　fヒ）r　KETN－CT20r　KETN－CT3　at　higher　stoichiometry（mol　KETN－
CT2／mol　actin＝0．34士0．00800r　approximately　3／1；mol　KETN－CT3／mol　actin＝0．42士0．029
0r　approximately　2．4／1）than　fbr　KETN－CT　l（moI　KETN－CTI／mol　actin　＝　O．15土0，0160r
approxi　mately　6．7／1）（Fig．2－6E）．　These　resultS　suggest　that　the　kettin－specific　region　augments
the　actin－binding　activity　of　the　Igイepeats．
RNA　lnterference　of　Ce－kedin　Causes　］）isorganiZatio皿of　AcIin　Fi艮aments　in　a
Contraction－depe皿“ent　Manner
　　　　　To　examine　the　in　vivo　fUnction　ofCe－kettin，　Ce－kettin　was　knocked　down　by　RNA
interference（RNAi）and　the　resultant　phenotype　examined．　RNAi　of　Ce－kettin［ketn－1（RハTAij］　by
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the　feeding　method　effectively　reduced　Ce－kettin　to　undetectable　levels　on　western　blot　in　wild．
type　background（Fig・2－7A）・The　ketn－1（RNA　ij－treated　worms　moved　slightly　slower　than
con甘01　wo㎜s（data皿ot　shown），　suggosting　that　ketiz－1（RIVAij　caused　a　dofect　in　body　vvall
muscle　contractility・　Staining　ofthe　muscle　acti皿filaments　with　fluorescently　labeled　phalloidin
revealed　that　the　ketn－1側4〃－treated　womls　had　alterations　in　the　actin　filaments　in　the　body
wa11　muscle（Fig2－7，　C－F）．　Small　round　aotin　aggregates　or　unusual　accumulations　of　actin
were　detected　in　23％（n＝100）ofthe　keta－1（RNA　i）－treated　wo㎜s（Fig．2－7D，　arrows），　while　no
worms　eXhibited　these　phenotypes　in　control　experiments（n＝100）（Fig．2－7，　B　and　C）．　Some
genes　are　not　efficiently　affected　by　RNAi　in　wild－type　background　but　are　su　sceptible　to　RNAi
in　an　rが3　mutant　background（Simmer　et　aL，2003；Simmer　et　aL，2002）．｝｛owever，　in　theηザ3
background，　the　phenotypes　were　only　slightly　enhanced．　Theη∫3，・ketn－1（R？VAij　worms　also
had　small　round　actin　aggregates　or　unusual　accumulations　ofactin　in　the　body　wall　muscle　in　30
％oftreated　animals（rF100）（Fig．2－7，　B　and　F），　whiIe　no　controI呼3　womls　exhibited　these
phenotypes（n＝100）（Fig．2－7，　B　and　E）．　Therefbre，　the　Iow　penetrance　of』the　ketn－Z（RハIAi？
phenotyp　e　is　not　simpIy　due　to　the　efficiency　of　RNAi．　Actin　organization　in　the　pharynx　and
ovarian　non－striated　muscle　was　not　signifiGantly　a且tered　by　the　RNAi　treatments（our
unpublished　data）．　However，　brood　size　was　reduced　by　ketn－1（R2VA　i）　in　the　n　IC－3　background
［83・4土18in　controi　RNAi　and　47．2±6．8　in舵功4縄4か，　n＝5］，but　Ilot　in　wild－type
backgrou皿d［280±30　in　control　RNAi　and　281±28　in　ketn－1偲4り，　n＝51，　suggesting　that　the
reproductive　system，　in　particular　the　activity　of　the　ovarian　myoepithelial　sheath，　uterine
muscle，　or　vulΨal　muscle，　might　be　partially　impaired．　In　the　control　experiments，　rが3　mutants
produced　fewer　progeny　than　wild－type，　suggesting　that　rijc二3　is　less　tolerant　to　fUnctional
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alterations　in　th¢reproduotive　system．　These　results　strongly　suggest　that　Ce・・kettin　is　invoE鴨d　in
assembly　and／or　ma董ntenance　of　actin　filaments　in　muscle　cells．
　　　　　　Although　disorganized　actin　filaments　afしer　ketn－1（RNA　i）　werc　detcoted　at　low
penetrance，　I　fbund　that　this　phcnotype　is　sensitive　to　the　state　of　muscle　contraction．朗c－
54（s95？　is　a　mutation　in　the　head　domain　of　the　UNC－54　myosin　heavy　chain　that　reduces　muscle
contraction　without　affecting　overall　structUre　ofthc　myofibrlls（Moerrnan　et　al．，1982）．　In　the
unc－54（sgjりhomozygous　baokground，　ketn－1ρ㎜〃did　not　cause　fbmation　ofactin　aggregates
（Fig．2－7，　B　and　H），　suggesting　that　reduced　musole　contraotion　supPressed　disruption　ofactin
fi　laments．　In　contrasちwhen　hypercontraction　was　induced　by　tetramisole，　an　agonist　of
acetylcholine　receptors，1arger　actin　aggregates　were負）rrned　more　frequently　at　the　celI
periphery　in　94％（n＝100）of　the　ketn－1ρ郡4〃worms（Fig．2－7B　and　compare　Fig．2－7J　and
L）．These　results　suggest　that　disorganization　ofactin　filaments　in　the　ketn－1ρ㎜〃worms　is
caused　by　mechanical　disruption　of　the　actin　filaments　during　contraction　and　that　Ce－kettin
provides　stability　to　the　myofibrils．
Ce－ke重tin　Regu］ates　LocaliZation　of　Tropomyosi皿andα一act面n
　　　　　　In　vitro　stUdies　have　showrt　that　inseot　kottin　binds　to　ct－actinin，　wh　ile　it　competes　with
tropomyosin　for　binding　to　actin（Lakey　et　al．，1993；van　Straaten　et　al・，1999），　but　their
flnctional　relationship　in　vivo　is　not　understood．　1　exam三ned　how　Ce－kettin　interacts　with
tropomyosin　andα一actinin　in　the　C．　elegans　body　wall　musclc．　As　shown　in　Fig．　2・3，
tropomyosin　is　normally　localized　to　the　outer　region　on　the　thin　fila㎜ents．互n　worms　treated
with　control　RNAi，　the　normal　localizatio皿oftropomyosin　as　double　lines　was　observed（Fig・2－
8Aa）．　However，　In　ketn－1ρ㎜りworms，　tropomyosin　also　looalized　to　regions　where　Ce－kettin
50
norm811y　localizes，　resulting　in　the　Iadder－like　IocaliZation（Fig．2－8Ad）．　This　result　strongly
suggests　that　Ce－kettin　and　tropomyosin　compete　for　binding　to　actin　in　vivo・
　　　　　　Normal　organ　ization　ofct－actinin　was　dependent　on　Ce－kettin．　or－actlnin　was　deposited　at
the　dense　bodies　in　control　worms（Fig．2－8Ag），　whilo，　in　ketn－1（RIVAij　worms，　the　p韻ern　ofα一
actinin　was　disturbed　and　the　shape　ofthe　accumulations　ofα一actinin　became　highly　irregular
（Fig．2－8Aj）・In　contrasち　the　pattern　of　vinculin　at　the　dense　bodies　was　only　slightly　affected　by
ketn．　1　（R7VA　ij（Fig．2－8，　compare　Am　and　Ap）．　Vinculin　is　at　the　base　ofthe　dense　bodies　near
the　plasma　membrane，　whereas　a－actinin　localizes　at　the　cytoPlasmic　portion（Francis　and
Waterston，1985）。　Therefbre，　Ce－kettin　is　specifically　involved　in　the　organization　ofthe
cytoplasmic　region　ofthe　dense　bodies．　The　striated　pattem　ofthe　myoA　myosin　heavy　chain
was　unaffected　by　ketn－1（RNA　ij（Fig．2－8，　compare　As　and　Av），　supporting　the　specific　function
ofCe－kettin　in　the　thin　fiIamcnts　and　the　dense　bodies．
　　　　　　The　fUnctional　relationship　betWeen　Ce－kettin　and　a－actinin　was　fUrther　examined　in　an
a－actlnin　mutant（Fig．2－8，　B　and　C）．　atn－1（ok84？　has　a　1．1－kb　deletion　in　the　single　gene　fbrα，－
actinin　atn－1（Barstead　et　al．，1991），　is　homozygous　viable，　and　shows　only　minor　alterations　in
the　striated　arrangement　of　actin　filaments　and　small　aggregations　ofactin　at　the　edges　ofthe
body　wall　muscle　cells（G．　Mouldcr　and　R．　Barstead，　personal　communication）（Fig2－8Bb）・
Position　of　the　atn－1（ok84？deletion　suggests　that　a　truncatedα一actinin　protein　containing　the　N－
terminal　actln－binding　domain　could　be　expressed，　but　the　presence　of　such　a　truncated　protein
has　not　been　confirmed（G．　Moulder　and　R．　Barstead，　personal　communication）・In　the　a－actinin
mutant，　Ce－kettin　co－localized　with　actin　to　the　striated　myofibrils，　but　the　pattem　ofCe－kettin
was　continuous（Fig．2－8Ba）rather　than　ladder－like（Fig．2－3）．　This　is　probably　because　the
cytoPlasmic　portion　of　the　dense　bodies　may　not　be　wel1－defined，　in　which　ct－actinin　is　the　major
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component　Ce－kettin　was　not　associated　with　the　actin　aggregates　in　the　ct－actinin　mutant（Fig．
2－8B，　a－c）．　Furthermore，　when　the　a－actinin　mutant　was　treated　w　ith　ketn・・1（RIVA　O，
disorgan　ization　ofthe　actin　fi　laments　was　enhanced　and　1arger　actin　aggregates　were　often
　　　　　　　　　　　sdetected（Fig．2－8C，　compare　a　and　b）・These　results　suggest　that　Ce－kettln　andα一actin量n
cooperate　to　organize　the　dense　bodies　and　the　thin　filaments・
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Discussio皿
　　　　　　In　this　study，　I　identified　the　C．　elegans　kettin　gene　and　the　geno　product　as　the　ant三gen
for　the　monoolonal　antibody　MH44　that　has　been　used　as　a　markor　fbr　the　1－bands　in　the　C．
elegans　muscle．　Comparlsons　of　the　localization　pattern　of　Ce・・kettin　with　that　ofother　thin
fiIament　proteins　revealed　that　Ce－kettin　is　associated　with　the　thin　fiIaments　near　the　dense
bodies，　the　homologous　structUres　to　the　Z－discs　in　cross　striated　muscles．　B　iochemical　analysis
showed　that　the　fbur　C－terminal　lg　domains　ofCe－ke賃in　direotly　bind　to　actin丘laments伽∫〃o，
and　that　the　kettin－specific　sequence　irnmediately　N－tenninal　to　these　Ig　domains　enhances　its
actin－binding　activity．　RNAi　of　Ce－kettin　caused　disorganizat量on　ofactin　f量1aments　in　body　wall
muscle．　This　phcnotype　was　suppressed　by　reducing　muscle　contraction，　but　enhanced　by
hypercontraotion．　RNAi　of　Ce－kettin　also　disturbed　organization　ofα一actinin　at　the　dense　bodies
and　enhanced　the　actin　disorganization　phenotype　in　an｛a－actinin　mutant　These　results　suggest
that　Ce－kettin　is　important　for　maintaining　organiZed　architcctロre　ofthe　actin　filaments　and
dense　bodies，　and　provides　mechanical　stability　to　the　contractile　apparatUses　in　muscle　cells．
　　　　　　Localization　of　Ce－kettin　on　the　thin　filaments　iwas　proximal　to　the　dense　bodies　and　was
similar　to　that　of　kettins丘om　insects（Lakey　et　al．，1990；Lakey　et　al．，1993；van　Straaten　et　al．，
1999）and　crayfish（Fukuzawa　et　al．，2001；Maki　et　aL，1995），　which　are　localized　to　the　side　of
the　Z－discs．　In　addition，　the　N－terminus　of　insect　kettin　is　located　within　the　Z－discs（van
Straaten　et　a1．，1999）．　Sincc　MH44　recognizes　the　C－terminus　of　Ce－ke賃i皿，　the　N－te㎜血us　ofCe－
kettin　is　l　ikely　to　be　embedded　in　the　dense　bodies．　This　limited　localization　ofkettin　is　probably
due　to　competition　with　tropomyosin　for　binding　to　actin（van　Straaten　et　al・，1999），　as　Ce－
troPomyosin　is　more　distalIy　localized　on　the　thin　filaments（Figs．2－3　and　2－4）．　I　also　fbund　that
Ce－kettin　Iocal量zes　to　the　proximal　region　ofthe　thin　filaments　in　the　ovarian　non－striated　muscIe
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（Fig．2－4）．　This　is　the　first　demonstration　ofkettin　as　a　component　ofnon－striated　myofibr董ls．
Although　the　C．　elegans　ovarian　muscle　is　non－striated，　it　shares　some　physiological　properties
with　striated　muscle　and　uses　the　tropomyosin－tropo皿in　system　for　itS　contraction（Myers　et　aL，
1996；Ono　and　Ono，2004）．　Therefbre，　Ce－kettin　may　play　common　cellular　roles　in　both　striated
and　non－striated　muscles．
　　　　　　Ishowed　that　the　fbur　C－terminal　lg－repeats　directly　b　ind　to　acti皿filamcnts　and　that　the
a｛噸acent　kettin－specific　rcgion　onhanoes　its　actin－binding．　Previously，　the　fU11－length　kettin　has
been　demonstrated　to　bind　to　actin　filaments　with　high　affinity（Maki　et　al．，1995；van　Straaten　et
aL，1999）and　the　stoichiometry　has　suggested　that　one　lg－repeat　may　bind　one　actin　monomer　in
the　fiIament（van　Straaten　et　aL，1999）．　Th　is　was　also　supported　by　the　report　that　a　single　lg－
repeat　of　kettin　is　capab且e　of　binding　to　actin　filaments（Lakey　et　aL，1993）．　However，　our　results
show　that　the　four　C－terminal　lg－repeats（KETN－CT1）bind　to　actin　at　lower　stoichiometry　than
one　repeat　per　one　actin　monomer，　and，　interestingly，　that　the　a（ljacent　non・lg　region　augments
both　affnity　and　stoichiometry　for　binding　to　actin．　This　suggests　that　the　Ig－repeats　and　non－Ig
region　ofthe　molecule　cooperatively　bind　to　actin　filaments．　Similarly，　a　si皿gle　Ig－domain　of
myotilin　is　sufficient　for　actin－binding，　but　flanking　non－lg　sequences　also　play　important　roles
in　actin－binding（von　Nandelstadh　et　aL，2005）．　The丘ユ11－length　kettin　binds　to　actin　with　a
nanomolar　affinity（van　Straaten　et　aL，1999），　whereas　our　C－terminal　fragments　binds　to　actin
with　a　micromolar　affnity，　suggesting　that　other　Ig－repeats　and　non－lg　sequence　may　oooperate
to　achieve　tight　binding　to　actin　filaments　with　proper　stoichiometry・
　　　　　　The　Ce－kettin　gene，　ke」m－1，　is　independe皿t　of　gencs　coding　for　other　connectin／titin－
related　Ig－repeat　proteins．　ketn－1催4」りcaused　disorganization　of　actin　filaments　in　muscle・
Th　i　s　phenotype　is　different　from　the　defects　in　regulation　of　muscle　contraction　in　the　mutants　of
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unc－22　coding　for　tWitchin（Ben董an　et　aL，1993）and　the　dcfects　in　M－line　assembly　in　the
mutants　of　unc－89　coding　fbr　UNC－89，　a　protein　similar　to　obscurin（Benian　et　a1．，1996；Small
et　al．，2004）．　Therefbre，　the　RNAi　phenotype　strongly　suggests　that　Ce－kettin　has　specific
且mction　in　assembly　and／or　malntenancc　ofactin　filaments　in　muscle．　However，　the　phenotype
is　relatively　weak　with　low　penetrance　under　normal　culture　conditions，　and　the　extent　ofactin
disorganization　was　not　as　drastic　as　that　observed　in　mutants　of　actin　depolymerizi皿9
factor／cofi】in（UNC－60B）（Ono　et　aL，2003；Ono　et　aL，1999），　actln－interacting　protcin　l（UNC－
78）（Ono，2001），　or　a　caIponin－like　protein（UNC－87）（Goetinck　and　Waterston，1994a；Goetinok
and　W且terston，1994　b），　or　worms　that　are　treated　with　RNAi　of　tropomyosin（Ono　Imd　Ono，
2002）．This　suggests　that　kettin　might　have　partially　redundant　fimctlon　with　other　muscle
proteins．　Ce－titins　are　ca皿didates　for　fUnctionally　rcdundant　proteins　with　Ce－kettin．　The　N－
termi皿al　portion　ofCe－titins　localizes　to　the　1－bands（Flaherty　et　al．，2002），　but　mutant　or　RNAi
phenotypes　for　the　Ce－tit三n　gene　have　not　been　olearly　defined．　Vertebrate　connectin／titin　directly
binds　to　actin　filaments（Kimura　et　al．，1984；Maruyama　et　al．，　i　987）vla　the　PEVK　domain　in
the　1－band　part（Kulke　et　aL，2001a；Linke　et　al．，2002；Nagy　ct　aL，2004；Yamasaki　et　aL，2001）
and　is　involved　in　maintenance　ofthe　thin　filament　structure（Linke　et　aL，1999）．　Thus，
vertebrate　connectin／titin　may　have　a　similar　actin－regulatory　fUnction　to　kettin　by　utiliZing　a
different　domain　from　kettin　for　binding　to　actin　fi］aments．
　　　　　　1　demonstrated　that　the　organization　ofct－aotinin　at　the　dense　bodies　was　distUrbed　by
depletion　of　Ce－kettin．　This　suggcsts　that　Ce－kettin　may　directly　interact　with　ct－actinin　and
regulate　its　assembly，　or　that　Ce－kcttin　may　organize　actin　filaments　near　the　barbed　ends，
possibly　by　bundling，　and　facilhate　efficient　association　with　the　dense　bodies・a－actinin　and
insect　kettin　have　been　shown　to　bind　to　actin　simultaneously（van　Straaten　et　al．，1999）．　Thus，
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these　tWo　proteins　may　cooperate　to　strengthen　the　anchorage　betWeen　thin　filamentS　and　dense
bodies　and　provide　mechanical　stability．　Insect　kettin　also　binds　to　myosin　and　is　involved　in
stiffhess　ofmyofibr董ls（Kulke　et　aL，2001b）．　Although　I　have　not　examined　interaction　between
Ce－kettin　and　myosin，　it　is　also　a　possible　mechanism　to　stabilize　the　myofibrils．
　　　　　　Kettin　is　a　unique　member　of　the　connectin／titin　family　oflg－repeat　protei皿s　and　is　found
only　in　invertebrates（Bullard　et　al．，2002）．　Howevcr，　kettin　might　be　fUnctionally　homologous　to
palladin（Parast　and　Otey，2000），　myopalladin（Bang　et　aL，2001），　and　myotilin（Salmikangas　et
al．，1999），　which　have　2－51gイepeats　and　Iocalize　to　the　Z－lines　ofvertebrate　striated　muscle．
These　prote　ins　are　critica且for　actin　fi　lament　reorganization　in　non－muscIe　ceIls（Boukhelifa　et
al．，2003；Boukhelifa　et　al．，2001；Otey　et　aL，2005；Salmikangas　et　aL，2003）and　myofibril
assembly　in　muscle　cells（Bang　et　aL，2001；Otey　et　aL，2005；Salmikangas　et　al．，2003）．　In
particular，　myotilin　directly　binds　to　actin　fi　laments，　and　its　mutatlo皿s　in　the　human　gene　are
associated　with　limb　girdle　muscular　dystrophy（LGMD　I　A）（Salmikangas　et　al．，1999）and
myofibrillar　myopathy（MFM）（Selcen　and　Engel，2004），　which　aro　termed　myotilinopathies
（Goebe1，2005；Olive　et　al．，2005）．　Therefore，　C．　elegans　could　be　an　excellent　model　to　stUdy
fUnctions　ofactin－binding　proteins　with　lg－repeatS　in　muscle　and　their　interaction　with　other
myofibrillar　proteins．
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Fig．　2－1．Immunoprecipitation　of　the　MH44　antigen．　Immunoprecipitates　with　MH44（lane　1）and　control
precipitates　in　the　absence　of　MH44（1ane　2）were　analyzed　by　SDS－PAGE（5％acrylamide　ge1）and
silver　staining．　There　were　no　specific　bands　around　400－500　kDa，　lnstead，　two　bands　of　60－62　kDa
（arrows）were　detected　in　the　precipitates　with　MH44．　These　bands　were　subj　ected　to　microsequencing．
Molecular　mass　marke13　in　kDa（1ane　M）are　indicated　on　the　left　of　the　gel・
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Fig．2－2．　Domain　s廿ucture　ofCe－ke賃in．　Ig　domains　are　shown　in　grey．　C－teminal丘agments，　KETN－CT1，
KETN－CT2，　and　KETN。CT3，　were　bacte！重ally　produced　as　fUsion　proteins　with　GST　and　used　in　in　vitro
assays　in　Fig．6．　These　Ce－kettin　fセagments　were　also　tested　fbr　reactivity　with　MH440n　westem　blot．
The　reactivity（＋or－）is　shown　on　the　right．
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Fig．2。3．　Localization　ofCe－kettin　in　adult　body　wall　muscle．　Adult　body　wall　muscle　was　stained　fbr
actin（A－C），　Ce－kettin（D－F），　and　myoA　myosin　heavy　chain（G），　vinculin（H），　or　tropomyosin（1）．
Merged　images　ofactin（red），　Ce－kettin（green），　and　myoA，　vinculin，　or　tropomyosin（blue）are　shown
inJ－L．　Baら10μm．
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Fig．2－4．　Localization　ofCe－kettin　in　ovarian　non－strlated　muscle．　Myoepithelial　sheath　of　the　proximal
ovary　was　stained　fbr　actin（A，　E，　and　I），　Ce－kettin（B，　F，　and　J），　and　vinculin（C）or　tropomyosin（G　and　K）．
Merged　images　ofactin（red），　Ce－kettin（green），　and　vinculin　or　tropomyosin（blue）are　shown　in　D・H・
and　L．　High－magnification　images　in．1－L　show　a　representative　area　where　differential　localization　of
Ce－kettin　and　tropomyosin　is　clearly　observed（arrows）．　Bars，10　pm　for　A－H　and　5　Fm　for　1－L
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Ce－kettin Actin Merge
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一■
Fig．2－5．　Localization　ofCe－kettin　in　embryos．　Embryos　at　the　comma（A－C），　tNi，・o。fbld（D－1），　and　three－fold
（J－0）stages　were　stained　f｛）r　Ce－kettin（A，　D，　G，　J，　and　M），　and　actin（B，　E，　H，　K・and　N）・Merged　images　of
Ce－kettin（green）and　actln（red）are　shown　in　C，　R　l，　L，　and　O・Focus　was　a（ljusted　for　the　body　wall　muscle
in　D－F　and　J－L　or　the　pharynx　in　G－I　and　M－0．　Actinイich　structure　in　panel　H（asterisk）is　the　nerve　ring・
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Fig．2－6．　Binding　of　the　C－termina1　fragments　ofCe－kettin　with　actin　f…1aments　in　vitro・Various
concentrations　ofGST・KETN－CT　1（A），　GSTLKETN。CT2（B），　GST・KETN。CT3（C），　or　GST（D）were
incubated　with　or　without　F－actin（5　pM）and　their　interactions　were　examined　by　co－pelleting　assays．
The　samples　were　fractionated　into　supernatants（s）and　pellets（P）and　analyzed　by　SDS－PAGE・
Positions　ofactin（A）．　the　Ce－kettin　fi’agments（K），　and　GST（G）are　indicated　on　the　right　ofthe　gels．
The　data　were　quantified　by　densitometric　analysis（E）・
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Fig．2－7．　Disorganization　ofactin　filaments　in　adult　body　wall　muscle　by　RNA　interference　of　Ce－kettin・（A）
Protein　levels　ofCe・kettin　in　control　or　ketn－1（RNAi）woms（50　woms　per　lane）in　wild－type　or㎡L3
background　were　examined　by　westem　blot　with　MH44．　The　same　membrane　was　re－probed　with　anti－myoA
antibody　to　co面rm　equal　loading　of　the　proteins．（B）Frequency　of　forrnation　ofactin　aggregates・Worms
were　stained　with　tetramethylrhodamine－phalloidin，　and　percentages　of　adult　worms（n＝100）with　actin
aggregates　in　the　body　wall　muscle　were　determined．（C－H）Actin　organization　in　the　body　wall　muscle　of
control　RNAi（C，　E，　G，1，　and　K）or　ketn－1（RNAi）（D，　F，　H，　J，　and　L）woms　in　wild－type（C，　D，　and　I－L），
rrf－3（E　and　F），　or　unc－54（G　and　H）backgrounds　was　examined　by　staining　with　tetramethylrhodamine－
phalloidin．　Woms　in　I－L　were　incubated　in　M9　buffer　for　1　hr　in　the　absence（I　and　J）or　presence（K　and　L）
ofO．01％tetramisole　befbre　fixation．　In　ketn－1（RNAi）worms，　small　round　aggregates　and　unusual　actin
accumulations　at　the　edges　of　muscle　cells（arrows　in　D，　F，　and　J）were　detected，　and　this　phenotype　was
enhanced　by　tetramisole－induced　hypercontraction（L）・Bar，50　pm・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　63
A Control ketn－7‘R～Ai）
B atn一ブでbk841
C　　　atn－7‘ok84♪∫　control　RNAiatn一ブでbk84）’　ketn一ブ侭～Ai）
Fig．2－8．　Functional　interaction　between　Ce－kettin　andα一actinin　in　the　body　wa11　muscle．（A）Tropomyosin
（aand　d），α一actinin（g　and　j），　vinculin（m　and　p），　or　myoA　myosin　heavy　chain（s　and　v）was　double－stained
with　actin（b，　e，　h，　k，　n，　q，　t，　and　w）i叫he　body　wall　muscle　of　control　or　ketn－1（RNAi）adult　worms・
Merged　images　are　shown（c，　f，1，1，0，　r，　u，　and　x）．（B）Ce－kettin（a）and　actin（b）were　immunolocalized　in
the　atn－1（ok84）homozygous　wonns．（C）Actin　filaments　in　the　body　wall　muscle　of　the　atn－1（ok84）worms
with　control　RNAi（a）or　ketn－1（RNAi）（b）were　stained　with　tetramethylrhodamine－phalloidin・
Bars，10　pm　for　A，20　pm　for　B，　and　50　pm　for　C．
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Table　2－1．　P血1ers　for　amplification　of　the　Ce－kettin　cDNA
Produot P血ner　pah・
Fr－1
Fr－2
Fr」3
Fr－4
Fr－5
Fr－5’a
Fr・6
Fr－7
Fr－8
GGTTTAATTACCCAAGTTTGAG（SLI）
GCTGACCCGm㏄AG㎜㏄GGGGAATCAAAGCAGCAAATGGTTCTGAGGTTTGTGGTATATCCAGTG
TACCGTCAAACCCTATCTCATGGGAGACAATACAAAACGATGGGCCATGGCTCGTCAATGGTCAGCCAC
GCATCCACTGCCTCTAGCTTCTC
TGCTTCCTGGAAGCGTGTTCAAG
TCAGCCGACTCCAGTTGAGTAAGGAAATTGAAAACCGTGAGAAGCTAGGGAAGTTTGGTTTCTCCTTTTGAAC
AGAGCTTGAGGCTCCGAAGATCGTGGAGCATCTTCACGAGCTGGTCAAGACGAATTGCCGAGATTGAAG
GAGCATCTGGTTTTGGAGCAGCC
GATACTTTGGGATCTCTTGGCCC
GTATATTGAGACGATATGGCGAC
a　Cloning　ofFr－5　vvas　not　successfhl．　Therefore，　Fr－5’was　amplified　by　the　nested
primers　using　Fr－5　as　a　template　and　used　for　clo血g．
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T・b1・2－2・FiXati。n　me血・d・and・antib・dies飴r　immun・flu・rescent・stai血・9．
TissueProteinFix－
@’　　a≠狽P0n
Pr㎞aly　andbodiesSec。ndary
≠獅tbodiesb
Primary
≠獅狽奄b盾р奄?
Zenon－
hG2aC
Body　wa11Ac血 A Rabbit　anti－acti皿（AANO　1）Cy3－DARMH44A488muscleCe－ketth1 Mouse　an丘一MyoA（5－6）A647－GAMMoAActin A Rabbit　a皿ti－acth1（AANO　1）Cy3－DARMH44A488
Ce－kettin Mouse　anH－vhlcuhnA647－GAMvinculh1 MH24
Aotin B Guinea　pig　and－CeTMy3－DAMH44A647
Ce－kettin Mouse　and－acth1（C4）A 88－GAG
Tropo一
　　　墨高盾唐
Ovary Acti11 A 1㎏bbit　an廿一acti皿（AANO　l）Cy3－DARMH44A488
Ce－kettin Mouse　an亘一vinculinA647。GAMvinculin MH24
Acth1 B Rabbit　anti－act重11（、螺O　I）Cy3－DARNA NACe－ke面n MH44 A647－GAM
Tropo一 Guinea　pig　anti－CeTMA488－GAG
　　　■高盾唐
EmbryoActin A Rabbit　anti－ao血（AANO　l）Cy3－DARNA NA
Ce－ket血 MH44 A488－GAM
aFixationエnethods．
A：methanol（5　min，－20°C）．
B：4％paraformaldehyde　in　cyto　skeleton　buffer（138　mM　KCI，3血M　MgCl2，2mM
EGTA，10　mM　MES－KOH，　pH　6．1）containing　O．32　M　sucrose（30　min　at　room
temperatUre），　followed　by　methanol（5　min，－20°C）．
bA488－GAG：Alexa488－1ab　eled　goat　anti－guinea　pig　lgG（MoIecUlar　Probes），　A488－
GAM：AIexa488－labeled　goat　a血ti－mouse　IgG（Molecular　Probes），　A647－GAM：
Alexa647－1abeled　goat　anti－mouse　IgG（Molecular　Probes），　Cy3－GAM：Cy3－labeled
donkey　anti－rabbit　lgG（Jac虻son㎞皿oRese訂ch），　Cy3－GAR：Cy3－labeled　d。nkey　anti－
mbbit　IgG（Jackson㎞皿。Research）
゜Zeno且Alexa　Fluor　Mouse　IgG2a　Labeling　Reagents．　A488：Alexa488－labeled，　A647：
Alexa647－labeled．
dNot　apPlicable．
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Table　2－3・Tryptic丘agmLentS　of｛the　MH44　antigen
Pe　tide　se　uence Residues　in　Ce－kettin
GK：PISASNNVK．
GDHFTVDREK
I｛A工）GYEISQSK
GDHFTVDR
NEDVAEYK
GAEEGPRYEAPR
LENSHAGEYTVR
TGIKGDHFTVDREK
AAAD　SPHFIAK
NNEPvKHADGYEI　sQsK
TGIKGDHFTVDR
IKEIQQK：PEQpKEEPI　vHK
NEDVAEYKVEASNPAGK
HADGYEIsQsKGEAILR
NNEPVKHADGYEISQSKGEAILR
ETPAVVKPVIEETR
DLKETPAVVKPVIEETR
THTTTPTNSSIHIGR
FTSQIQPrVVDEGK
VTPDSAGEYQIVIR
DGQpLPNDDRJFQvvEEGGAYK
FVIEFAGAAPVK
FSAEVDGNPEPTVQWQFK
GAQFsAQFsGFPDPTIR
LENAAGTvESLANLTvAPPTTQGK
FSNl1STDAGIYErVAK
FVIEFAGAAPVKVTWLK
4196－4206
3789－3798
4081－4091
3789－3796
4103－4110
40294040
3895－3906
3785－3798
4154－4164
4075－4091
3785－3796
3754－3772
41034119
4081－4097
4075－4097
3802－3815
3799－3815
3879－3894
4041－4054
42214234
3968－3988
3852－3863
4178－4195
40554071
3907－3930
3991－4007
3852－3868
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CHAPTER　3
Structural　components　of　the　nen－striated　contractile　apParatuses　i皿the
伽πo吻bditis　elegans　gonadal　myoepitheNiaR　sheath　and　their　essentia匪ro置es
fbr　OVUlation
ABSTRACT
Ovulation　in　the　nematode　Caenorhabditis　elegans　is　regulated　by　complex　signal　transduction
pathways　and　ceiI－cell　interactions・Myoepithelial　sheath　cells　ofthe　proximal　ovary　are　smooth
muscle－1ike　celIs　that　prov量de　contractile　fbrces　to　push　a　mature　oocyte　into　the　spermatheca　fbr
fertilizat　ion．　Although　several　genes　that　regulate　sheath　contraction　have　been　characterized，
basic　components　ofthc　contractile　apParatuses　ofthe　myoepithelial　shcath　have　not　been
extensively　studied．1　identified　major　structural　proteins　ofthe　contractile　apparatuses　ofthe
myoepithelial　sheath　and　characterized　their　no皿一striated　arrangement．　Interestingly，　integrin　and
perlecan　were　fbund　onIy　at　thc　dense　bodies，　while　they　localiZed　to　both　dense　bodies　and　M－
lines　in　the　striated　body　wall　muscle．　RNA　interference　ofmost　ofthe　myofibrillar　components
impaired　ovu且ation　in　a　soma－sp㏄i負o　man皿er．　My　results　provide　basic　inforrnation　that　helps
understanding　the　mechanism　ofsheath　contraction　during　ovulation　and　establishing　a　new
model　to　stUdy　morPhogenesis　of　non－striated　muscle．
6呂
正NTRODUCTION
　　　　　　One・fthe　critical　sigr・al・f・r・sheath・c・甜acti・n　is　increase　in　the　intracellular　Ca2・level
（Xu　et　aL・2005；Yin　et　al・・2004）・Troponin　and　tropomyosin　fUnction　as　actin－linked　Ca2＋
sens・rs　in　the曲創aments・fthe　my・・pitheiial　sh・ath・cell・and　are　requi，ed・f。，。Ψulati。n
（Chapter　l）（Myers　et　aI・・1996；Ono　and　Ono，2004）．　Thus，出ese　non．striated　muscle　cells　are
atyp　ical，　as　troponin　is　gcneraily　expressed　in　striated　muscle．　Instead，　vertebrate　smooth　muscle
uses　a　my・sin－linked　system　t・activate　c・ntracti・n　up・n　elevati。n・fCa2＋（Marst・n，1995）．
However，　potential　regulators　of　myosin　activity　including　VAV－l　Rho／Rac　GEF，　RHO－1，　LET－
502Rho－ki皿ase・and　MEL－11myosin　phosphatase　regulatory　subunit　are　also　required　for
ovulation（Norman　et　al．，2005；Wissmann　et　aL，1999）．　A　biochemical　stUdy　on　purified　actin
and　myosin　from　C．　elegans　suggests　that　there　are　both　actin－and　myosin－［inked　regulatory
systems　for　actomyosin　interaction（Harris　et　aL，1977）．　In　addition，　recent　stUdies　in　vertebrate
smooth　muscle　have　shown　that　regulators　of　actin　polymeriZation　are　important　for　contraction
（Tang　and　Tan，2003；Tang　et　aL，2005）．　Therefore，　actomyos　in　contractility　in　the　myoeplthelial
sheath　m　ight　also　be　regulated　by　multip玉e　mechanisms．
　　　　　　The　myoepithelial　sheath　cells　express　MYO－3　and　UNC－54　myosin　heavy　chains
（Ardizzi　and　Epstein，1987），　which　are　also　expressed　in　striated　body　wall　muscle（Miller　et　al．，
1983）・Ovulation　is　perturbed　by　disturbing　fUnctions　of　several　structUral　proteins　including
MUP－2　troponin　T（Myers　et　aL，1996），　PAT－10　troponin　C（Ono　and　Ono，2004），　LEV－11
troPomyosin（Ono　and　Ono，2004），　PAT－3β一integrin（Lee　et　al．，200　D，　tali血（Cram　et　al．，2003），
PAT－4　integrin－linked　kinase（Xu　et　aL，2006），　and　UNC－112　Mig－2（Xu　et　al．，2006）．　HoweΨer，
overall　organiZation　and　molecular　components　of　the　contractile　apparatUses　ofthe
Myoepithelia1　sheath　are　not　clearly　understood．1　identified　and　localized　maj　or　components　of
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the・c・nt「actile・　apPa「atUses　in　these　n・n－striated・muscle・cells・and　sh・wed舳tm㎝y・fthese
proteins　are　required　fbr　proper　ovulation．
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瓢a重erials　a皿d　Metbods
Nema重ode　S重rai雌s
　　　　　　Wild－type・C・　elegans　strain　N2　and　an　RNAi－defe・tive・strai皿M2098　・Of－liPk141　7）
（伽et　aL・2001）were・btained　f「・m・thc・C㈱吻う薦G。netics・Center（Mirmeap・lis，　MN），
Nemat。des　were　gr。w佃nder蜘da・d　c・nditi・ns　at　20℃（Brenner，1974）．
Aロ亡ibod重es　and　F亘uorescent】Prol｝es
　　　　　　Antl－actln　mouse　mo雌oclo皿al　a臓tlbody（C4）was　purchased　frem　MP　B　iomedicals．　Anti－
aetin・abbit　p。1yc1・nal　antib・dy（AANOI）was・purchased・fr。m　Cyt・skelct・n　lnc．　Antl一職y・A（5－
6）（Miller　et　al，，1983）and　anti－paramyosin（5－23）（ArdiZzi　and　Epstein，1987）mouse
monoclonal　antibodies　vvere　provided　by　Dr．　Henry　Epstein（UniveTsity　ef　Texas　Med三cal
Branch，　Ga韮vesto皿，　TX）．　Anti－PAT－3β一integrin（MH25）（Francis　and　Waterston，1985），　anti－
DEB－1　vlnculin（MH24）（Francls　and　Waterston，1985），　anti－UNC－52　perlecan（MH2）（Francis
and　Waterston，1991）monoclona韮antibod　ies　were　obtained　from　the　Developmenta1　Studies
Hybridoma　Ba臓k（Universi重y　of　iow亀Iowa　Ciξy，　IA）．　Antl－UNC－89　monoclonal　ant韮body
（MH42）（Benlan　et　aL，1996）was　provlded　by　Drs．　Pamela　HopPe（Westem　Michlgan
Universi重y，　Kalamazoo，　M）and　Robert　Waterston（Unlverslty　of　Wash　ington，　S　eattle，　WA）．
Te亡ramethy韮rhodamine－phalloidin　and　4’6・diamidino－2－phcny薮ndole，　dihydroohloride（DAP夏）
were　purchased　ftom　S　igma－Aldrich．　All　Alexa　dye－co1｝j　ugated　secondary　antibodies　and　Zenon
Mouse　l　gG2a　Label　ing　Reagents　vvere　purchased　ftom　lnvitrogenAV［olecular　Probes．　Cy3－
　　　■conjugated　donkcy　antl－rabblt　lgG　and　antl・mouse　lgG　were　purchased　f｝om　Jackson
ImmunoResearch　Laboratories．
7f
Flllorescence　Microscopy
　　　　　The　gonads　were　dissected　by　cutting　adult　hermaphrodites　at　the　level　of　pharynx（Fig．
Intro－1B）on　poly－lysine－coated　slides　as　described　prev　iously（Rose　et　aL，1997）．　These　samples
were　fixed　by　ari　optimal　method　and　stained　with　antibodies　as　listed　in　Table　3．1．When　the
host　animals　ofthe　primary　antibodies　were　differen“hey　were　m三xed　and　reacted　with　the
samples　simultaneously，　and　fbllowed　by　treatments　with　approprlate　fluorescently　labeled
secondary　antibodies（Table　3－1）・We　also　performed　differcntial　labeling　oftWo　mouse
monoclonal　antibodies　and　one　rabbit　antibody　by　us量ng　secondary　antibodies　that　distinguish
IgG　isotypes　and　host　species　as　described　previously（Ono　et　a1．，2006）．　Briefly，　thc　samples
were　first　treatcd　with　mixture　ofmouse　lgGl　antibody　and　rabbit　antibody，　and　then　with
secondary　antibodies（non－spec量fic　fbr　IgG　lsotypes）．　They　were　washed　with　PBS　and　blooked
w趾hO．I　mg／ml　mouse　IgG（Rockland　Immunochemicals）in　l％bovine　serum　albumin　in　PBS
fbr　10minutes，　and　reacted　wi廿1　a　mouse　IgG2a　antibody．　Thcn，　it　was　visualiZed　by　Zenon
Alexa　Fluor　Mouse　lgG2a　Labeling　Reagents（lnvitrogen1Moleoular　Probes）（Tablc　3－1）・
　　　　　　Samples　were　viewed　by　epifiuorescence　using　a　Nikon　Eclipse　TE2000　inverted
microscope　vvith　a　40x　or　60x　CFI　Plan　Fluor　objcctive．　Images　were　captured　by　a　SPOT　RT
Monochrome　CCD　camcra（Diagrtostic　lnstruments）and　processed　by　the　IPLab　imaging
sofヒware（Scanalytics，　Inc．）and　Adobo　Photoshop　6．0．
RNA　lnterference　Experiments
　　　　　　Namatodes　were　treated　with　R　NAi　by　feed　ing　E．　coli　expressing　double－stranded　RNA
（Timmons　et　aL，2001；Ti㎜ons㎝d　Fke，1998）．　Except鋤ロ∫－3（R？VAij，　L4　larvae　vvere　treated
with　RNAi，　and　phenotypes　were　characterized　in　their　F　I　generation　as　described　previously
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（Ono　and　Ono・2002）・」pat－3（R2VA　ij　caused　strong　PO　sterl　l　ity．　Therefore，　L　l　larvae　were　treated
w量th　pat－3偉M4〃and　phe醸otyρes　were　characterlzed　whe飢hey　became　a｛至磁s．　RNAi　clones
we・e・b面ne面・m　the　C・　elegans　R［NAi　lib・ary　fr・田Geneservlcc（Cambr量dge，　Unlted
Kingd・m）・and　the　cl・ne・numbers・a・e・as・f・ll・ws：脚一3：V－8003；unc－i5：1－3N。1；une．52：II－
9A20；撚c－89：1一茎B22；pat」3：III－1PO2；and　h惚tn－1：V－2FO　1．Since　ari　RNAi　c］one　for　deb－I　was
n。t　available　f「・m　the　librar　y・　we　made　a　c・nst磁by　cl伽g　a　l、0－kb　gen・mi。　fragment。fthe
　　　　　　　　　の4召ゐ弓1ge難e　mto　an　RNA三Ψector　p韮asmid　L4440（provided　by　Dr．　Andrew　Fire，　Stanfbrd
Unlvers量ty）and｛tran　sformed　E．　coii　HT　1董5（DE3）with　the　recombinant　plasmid．　Control
experimen重s　were　perfb㎜ed　wlth　E．‘o狙T　115（DE3）幽t　was伽s飴！med　wlth　L4440　with　no
inse「t・Staining・fRNAi一甘eat。d　w。rms・w韮th重伽methylrh・dami鵬伽11・idin㎝d　DAPI　was
perfbrmed　as　desori　bed　prev量ously（Ono，200蓋）．
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aligned・We　have　previously　shown　that　tropomyosin（CeTM）and　PAT－10troponln　C　looa1セe　to
the　thin　filaments　in　the　myoepithelial　sheath（Ono　and　Ono，2004）．　Ce－kettln（MH44　antigen）
aIso　localizes　to　the　thin　filaments　in　the　myoepitheIial　sheath，　but　it　is　limited　to　a　narrow　region
near　the　dense　bodi6s（Ono　et　aL，2006；Ono　et　a1．，2005）．
　　　　　　rlhick」Filaments－Prev　ious　studies　by　others　have　shown　that　the　myoep　ithelial　sheath
cells　express　MYO－3（myoA）（Flg．3－3，　A－C）and　UNC－54（myoB）myosin　heavy　chains
（Ardizzi　and　Epstein，1987）that　are　also　expressed　in　the　striated　body　wall　muscle，　and　that
UNC－54　localizes　to　the　outer　regions　while　MYO－3　is　limited　to　the　central　part　ofthe　thick
fi　laments（Rose　et　aL，1997）as　obscrved　in　the　thick　filaments　in　the　striated　body　wall　muscle
（Miller　et　al．，1983）．　UNC－15　paramyosin　was　also　expressed　in　the　myoepithelial　sheath
（A．rdizzi　and　Epstein，1987）（Fig．3－3，　D－F）．　Staining　with　the　monoclonal　anti－UNC－15antibody
（5－23）oftcn　rcsulted　in　punctate　patterns（Fig．3－3D）．　Double　staining　of　UNC－1　5　paramyosin
and　MYO－3　showed　that　most　ofthe　UNC－15－spots（Fig．3・4，A　and　red　spots　in　C，　arrowheads）
are　associated　with　the　surface，　not　in　the　core，　ofthe　MYO－3　f董laments（F　ig．3－4，　B　and　green
佃aments　in　C，　arrowheads）．　UNC－15　paramyosin　is　one　ofthe　core　componentS　ofthe　nematode
thick　filaments（Epstoin　et　aL，1988；Epstein　et　aL，1985；Harris　and　Epstein，1977）．　However，　a
　　　コprevious　biochemical　stUdy　has　demonstrated　the　existence　ofa　population　ofparamyosin　that
can　be　readily　dissociated　from　the　thick　filaments　by　a　high－salt　buffer（Deitiker　and　Epstein，
正993）・Therefbre，　these　spots　of　UNC－15　may　represent　the　epitope　ofa　subset　of　UNC－15that　is
exposed　on　the　surface　ofthe　thick　fi豆aments．
　　　　　　UNC－89，　a　component　ofthe　M－lines　in　the　sniated　muscles（Benian　et　aL，1996），　was
expressed　in　the　myoepithelial　sheath　and　accumulated　into　spots（Fig．3－3，G－1）．　Double　staining
of　UNC－89　and　MYO－3　showed　that　these　proteins　co－localize　on　the　thiok　filaments（Fig．　3－4，
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　　D－F），while　UNC－89　was　often　highly　accumulated　at　the　center　ofthe　MY「0－3　f董lar鵬nts（Fig．3－
　　4F，　a1Tows）．　S　i職ce　these　central　structUres　ofthe　th　iok　fi　laments　are　not　organized　lnto】M－lines　as
　　in・sniated　muscle・1　deslgnate　the・e　UNC－89－。・ntain三ng・tructU・es・as・the・M－sp。ts．
　　　　　　　　．4dh召sion　Stj・uctures－In　the　body　wall　muscle，　myofibrils　are　attached　tG　the　plasma
　　membrane　at　the　dc額se　bodies　and　the　M－iines（Moerman　and　Fire，1997；Waterston，雲988）．　The
　　戯trastruc加ral　analysis　ofthe　myoopithelial　sheath　ident呈窺ed重｝1e‘‘he鵬韮一adherens　junctions”，
　　which　are　dense　body－like　struc加res（1｛al　l　et　al・，韮999）．　However，　the　mo韮ecu韮ar　composition　of
　　the　adhesion　structures曇n　the　myoep韮thelia茎sheath　has　not　been　charactcrセed．　I　f｛）und　UNC＿52
　　pcrlecan（Flg，3－3」－L），　DEB－1　v韮ncul韮n（Fig．3－3，　M－0），　and　PAT－3β一integt’in（Fig．3－3，　P－R）
　　（Fr我nois　and　Waterston，1985）were　expressed　ln　tke　myoep韮thelial　sheath　and　localized　to　dot－
　　like　structUres・Surprisingly，α一actinin，　a　major　component　of　the　dense　bodies　in　the　body　wall
　　田uscle，　was　not　detected　by　tWo　d茎fferent／monoclonal　antibodies　MH35　and　MH40（Francis　and
　　Waterston，1985）（Table　3－2，　da重a蹄ot　shown）。　Double　staining　f（〕r　ac重1照陰d　UNC－52　perlecan，
　　DEB－i　vlncu　l　i亘，　or　PAT－3β一韮ntegrin　showed　that　these　protoins　were　associated　with　the　actin
　　翔a恥ents（Fig．3－3，｝－R＞，　suggosting　strong韮y　that　these　dot－like　staictUres　are　dense　bodies　and
・link　the　thin　fi　laments　to　the　plasma　rnembrane，　However，　thc　spots　of　PAT－3β一integrin　did　not
　　co－10calize　wlth　MYO－3　myosin　heaVy　chain　that　is　located圭n　the　center　of　the　thick　f董laments
　　Fig、　3－5，　A－D，　see　absence　of　overlap　betWeen　green　spots（PAT－3β一integrln）（arrows）and　blue
　　創＆ments（MYO－3）（arrowhead　s）ln　D】．　This　resロlt　was　fUrther　confirmed　by　triple　staining　for
　　acti　n，　PAT－3β一integrin，　a睡d　UNC－89（Fig．3－5，　E－H），董n　whlch　PAT－3β一integrin（Flg．3－5｝｛，
　　arrows）and　UNC－89（Fig．3－5　H　a1Tovvheads），　a　marker　ofthe］M【－spots，　do　not　co－looalize（Fig．
3－5H）．　These　resuks　strongly　suggest　that　PAT－3β一integrin　does　net　link　the　M－spots　and　the
　thick　filaments　to　the　p韮asina　membrane．　These　were　unexpected　results　as　PAT－31i・integrin
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localizes　to　the　M－lines　in　the　body　wall　muscle（Francis　and　Waterston，1985；Francis　and
Waterston，1991）．　This　is　not　likely　to　be　an　artifact　ofthc　fixation／staining　co皿ditions　because，
under　the　same　fixation／staining　conditions，　the　monoclonal　antibody　against　PAT－3β一integrin
（MH25）stained　only　the　dense　bodies　in　the　myoepithelial　sheath（F　ig．3－5，　A－D）．　However，　it
stained　both　the　densc　bodies　and　the　M－lines　in　the　body　waU　muscle（Fig．3－5，　Q－T）．
　　　　　　Moreover，　other　components　ofthe　dense　bodies，　DEB－I　vinculin（F韮g．3－5，1－L，　arrows
in　L）and　UNC－52　perlecan（Fig．3－5，　M－P，　arrows　in　P），　showed　nearly　identical　localiZation
pa廿ems　with　PAT－3β一integrin　at　the　dense　bodies．　Vinculin　is　a　compone皿t　ofthe　dense　bodies
but　not　M－1ines　in　the　body　wa亘1　musc】e（Barstead　and　Waterston，1989；Francis　and　Waterston，
1985），　while　UNC－52　localiZes　to　both　dense　bodies　and　M－lines　in　the　body　wall　musole
（Francis　and　Waterston，1991；Rogalski　et　a1．，1993），　These　observations　suggest　that　the
contractile　apparatUses　ofthe　myoepithelial　sheath　are　attached　to　the　plasma　membrane　only　at
the　dense　bodies　or　that　the　thick　fi　l　aments　are　attached　to　the　m　embrane　by　an　unknown
mechanism．　Thus，　the　gonadal　myoepithelial　sheath　and　the　body　wall　muscle　share　common
cell　attachment　proteins，　but　they　are　orga皿ized　in　diffbrent　manners．
　　　　　　Other　Components－1　also　examined　distribution　ofA　IM－1，acomponent　ofadherens
　　　　　　　　　　　　コJunctlons（KopPen　et　al．，2001），　myotactin，　a　component　of　hemidcsmosomes（Hresko　et　aL，
1999），UNC－78　actin－interacting　prote　in　1（Ono，2001），　and　UNC－60B　actin　depolymerizing
factor／cofilin（Ono　et　al．，2003；Ono　et　al．，1999）．　However，　these　proteins　vvere　detected　only韮n
the　spermatheca　but　not　in　the　myoepithelial　sheath（our　unpublished　data）．
Roles　of　the　Myofibril置ar　Components　in　Ovulation
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　　　　　　To　determine　the　roles　ofthe　structural　components　ofthe　myoepithelial　sheath　in
ovu］ation，　they　were　knocked　down　by　RNA　interference（RNAi）and　the　resuitant　phenotypes　in
ovulation　were　examined．　When　ovulation　fa量1s，　a　matUre　oocyte　remains　in　the　proximal　ovary，
repeats　DNA　synthesis　without　cell　division，　and　becomes　endomitotic（Iwasaki　et　aL，1996；
McCarter　et　aL・1997；McC韻er　et　al・，1999）・This　phenotype　is　designated　as　Emo（皇ndo処yytotic
gocytes　in　the　proxima韮ovary）and　is　characteriZed　by　intonse　staining　by　DAPI　of　overIy
amplified　nuclear　DNA　in　endomitotic　oooytes（F　ig．3－6C，　arrows）（lwasaki　et　aL，1996）．　The
ovロlation　process　is　also　regulated　by　signals　from　sperm　and　oocytes．　Therefore，　to　distinguish
the　effects　ofRNA　i　in　the　somatic　gonads　from　those　in　the　germ　cells，　I　oompared　the　RNA　i
phenotypes　ln　wild－type　and　rff－1　backgrounds．　The　rが1　mutants　are　defbctive　with　RNAi　in
the　somatic　cells　but　not　in　the　germ　cells（Sijen　et　al．，2001）．　Thus，　iffUnction　ofan　RNAi　target
is　important　in　the　somatic　go皿ad［either　sheath　contraetion（McCarter　et　al．，1997）or
spermathecal　dilation（Aono　et　al．，2004；Clandinin　et　al．，1998）］，　ovulation　will　be　defective　in
wild－type　but　normal　in　the　rt　f－1　background．
　　　　　　Previous　studies　have　shown　that　unc－54　myosin　heavy　chan（Rose　et　al．，1997），　lev－〃
tropomyosin（Ono　and　Ono，2004），　and　pat－IO　troponin　C（Ono　and　Ono，2004），　and　mup－2
troponin　T（Myers　et　aL，1996）are　required　for　ovulation．　Here，　I　fbund　that　thc　Emo　phcnotype
（22－51％，n＝100）was　induced　by　R［NAi　treatments　in　wild－type　background　fbr〃2Yo－3　myosin
heavy　chain，　unc－15　paramyosin，」pat－3β一integrin，　deiう一1　vincuIin，　or　unc－52　perlecan（Fig．3－6，
C，E，　G，　K，　M　and　Table　3－3）．　However，　RNAi　ofunc－89　or　kein－1　Ce－kettin　did　not
　ロsignificantly　increase　the　percentages　of　the　Emo　ph¢notype（Fig．3－6，　I　and　O　and　Table　3－3）．
Only　background　levels　ofthe　Emo　phenotypc（0－5％）was　dotected　in　the　Wf－i　background
after　RNAi　of　myo－3，1イ刀c－15，　unc－52，0r　deb－1（Table　3－3），　suggesting　strongly　that　these　genes
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fimction　in　the　somatic　cells．pat．36R配ZO　caused　99％PO　steri1髭y　with　the　Emo　phenotype
（n＝100）in　wild－type　but　it　is　significantly　reduced　ln　rが1（Fig．3－6，　M　and　N，　Tabic　3－3）．
Slightly　h　i　gher　rate　of　the　Emo　phenotypc（10％）by　pat－3‘RIVA　ij　in　rcf－1　than　the　background
level　may　indicate　a　possible　role　ofpat－3　in　the　germline　or　the　gut，　which　is　a㎞own　source　of
yolk　proteins（Grant　and　Hirsh，1999；Kimble　and　SharrocK　l　983）．　RNAi　of　unc－89　did　not
caロse　the　Emo　phenotype．　Instead，　the　unc－89（Rハ乙Ai）　animals，　in　wild－type　but　not　rが1
background，　were　defective　in　eg9－】aying　and　accumulated　embryos　in　the　uterus（our
unpublished　data），　suggesting　that　UNC－89　is　fU皿ctionally　importa皿t　in　the　vulval　and／or　uterine
muscle．　Together，　these　results　indicate　that　the　structUral　eomponents　ofthe　contractile
apparatuses　in　the　myoepithelial　sheath，　except　fbr　UNC－89　and　Ce－kottin，　are　essential　fbr
ovulation．　Howevcr，1　cannot　rule　out　the　possibilities　that　UNC－89　and　Ce－kettin　are　also
essential　for　ovulation，　because　the　gene　products　might　not　havc　been　knocked　down　by　the
RNAi　treatments　sufficiently　to　cause　phenotypes，
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DISCUSSION
　　　　　　In　this　study，　I　charaoterized　organization　and　fUnction　ofnon－striated　contractile　督
apparatuses　in　the　C．召legans　gonadal　myoepithelial　sheath．　Based　o皿my　results，　I　propose　a
model　for　the　organ’ization　ofthe　contractile　apParatuses　in　the　myoepitheliaE　sheath（Fig．3－7A）．
The　th　in　filaments　are　anchored　to　the　plasma　membrane　at　the　de皿se　bodies　where　integrin　is
accumulated．　The　dense　bodies　lack｛x－actinin．　Thercfbre，　vinculin，　talin，　or　other　actin－binding
proteins　may　connect　actin　with　integrin．　The　thick　filainents　have　M－spots　but　do　not　have
integrin－based　attachments　with　the　plasma　membrane．　A皿alternative　model（Fig．3－7B）is　that
cytoplasmic　actin－anchoring　structures，　possibly　containing　ct－actinin・like　molecules，1inks　the
thin　filamo皿ts　to　the　integrin－based　structUre　and　that　the　thick　filaments　are　attached　to　the
membrane　through　non－integrin－based　st則ctures．　Whether　the　thick　fi　l　aments　in　the
myoepithelial　sheath　are　physically　connected　with　the　plasma　membrane　is　unknown．　Previous
ultrastructural　studies　on　the　somatic　gonad　did　not　reveal　such　connections（Hall　et　al．，1999；
｝玉irsh　et　aL，1976；Strome，1986），
　　　　　　Myofibrils　in　the　myoepithelial　sheath　and　the　body　wall　muscle　are　not　only　different　in
their　organization　but　also　in　thcir　siZe．　The　myoepithelial　sheath　cells　are　・－1　ptm　thick　and　the
thin　and　thick　filaments　are　loosely　arranged　in　a　meshwork　pattcrn（Hall　et　al．，1999）．　In
contrast，　the　body　wall　muscle　cells　are　2－3　pm　thick　and　the　myofibrils　are　densely　packed
within　1－1・5　pm　fヒom　the　plasma　membrane　to　transmit　contractile　forccs　to　the　hypodermis　and
the　cuticles（Fig．3－7C）（Franois　and　Waterston，1985；Waterston　et　al．，1980）．　Therefbre，　the
body　wall　muscle　may　require　ver　y　rigid　attaclmient　structUres　for　both　thin　and　th　ick　filaments．
These　muscles　are　also　different　in　their　manners　ef　contraot韮on．　The　myoepithelial　sheath　needs
to　be　flexible　in　changing　their　cell　shape　to　support　transport　ofoocytes．　Thus，　non－strlated
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　　fi　lamentous　organization　and　lack　of　integrin－based　links　betWeen　the　thick　filaments　and　the
　　membrane　might　be　beneficial　for　such　function．　On　the　other　hand，　the　body　wall　muscle
　　always　contracts　in　the　longitudinal　direction，　and　tight　arrangement　ofsarcomeres　in　a　uniform
　　dlrection　will　be　vefy　eMcient　to　coordinate　contractile　forces．
　　　　　　　pat－3　is　the　single　gene　fbrβ一integrin　in　C．　elegans　and　is　essential　for　assembling　the
　　adhesion　structures　in　body　wal1　muscle（Francis　and　Waterston，1985；Gettner　et　al．，1995；
Williams・and・Waterst・n，1994）．　PAT－36－integrin　is　expressed　in　a　variety　。finuscle　and　n。n．
　　muscle　cells　and　also　involved　in　cell　migration，　gonadal　morphogenesis，　and　axon　guidance
　　（Lee　et　a1．，2001；Lee　et　a1．，2005；Poinat　et　a1．，2002；Xu　et　aL，2006）．　Localization　ofPAT－3β一
　　integ血to　the　dense　bodies　and　the　M－lines　in　body　wall　muscle　and　cell　attachment　structUres
　　in　several　other　cell　types　has　been　reported　previously（Francis　and　Waterston，1985；Gettner　et
　aL，1995）．　However，　this　stUdy　is　the　first　to　describe　intracellular　localization　ofPAT－3　S－
　integrin　in　the　myoepithelial　sheath，　supporting　previous　observations　that　PAT－3β一integrin　is
　required　for　ovulation（Lee　et　aL，2001；Xu　et　aL，2005；Xu　et　aL，2006）．　Limited　localization　of
　PAT－3β一integrin　to　the　donse　bodies　in　the　myoepithelial　sheath　is　a　remarkable　difference　from
・量ts　localization　to　both　dense　bodies　and　M－1ines　in　the　body　wall　muscle．　Integrin　plays　critical
　roles　in　mediating　extracellular　signals　to　trigger　a　number　of　intracellular　signaling　eventS
　including　reorganization　ofthe　actin　cytoskeleton（Brakebusch　and　Fassler，2003；］Lo，2006；
Wozniak　et　aL，2004）．　Thus，　tho　differenoe　in　the　integri皿localization　betWeen　striated　and　non－
　striated　muscles　suggests　that　integrin　has　different　fUnctions　in　these　muscles．　One　possible　role
　fbr量ntegrin　might　be　to　regulate　the　morPhogenetic　processes　of　non－striated　or　striated
Myofibrils　by　sending　signals　tb　different　cytoskeleta1　regulators．　Currently，　little　is　known　about
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　　the　mechanism　ofmorphogenesis　ofthe　myoepithelial　sheath，　and　further　studies　may　reveal
　　how　integrin　might　be　invoIved　in　this　process．
　　　　　　　RNA　interference　ofthe　major　contractile　proteins　in　the　myoepithelial　sheath　caused
　　defective　ovulation・II｛owever，　RNAi　of梶ソo－3，　unc－15，　unc－52，0r　deb－1　resulted　in　22－51％
　　sterility，　which　is　weaker　than　nearly　l　OO％sterility　caused　by　RNAi　ofpat－3（this　study），、pαレ
　　10troponin　C，　or　lev－〃tropomyosin（Ono　and　Ono，2004）．　This　is　likely　due　to　incomplete
　　knockdown　of　these　genes　by　the　RNAi　treatments，　as　strong　loss－of－fUnction　or　null　mutation　of
　deb－1，　myo－3，0r吻c－52　results　in　embryon　ic　lethality（Barstead　and　Waterston，1991；Rogal　ski
　et　aL，1995；Waterston，1989）．　Nonetheless，　these　weak　RNAi　phenotypes　allowed　me　to
　characterize　the　ovulation　defects　without　having　severe　embryonic　defects．　I　also　did　not
　observe　severe　disorganization　ofthe　actin　filament　stmctures　in　thc　myoepithelial　sheath　even
　after　the　RNAi　treatments，　suggest量ng　that　a　mild　decrease　in　the　amounts　ofthese　contractilc
　proteins　might　be　sufficient　to　impair　sheath　contraotion　but　insufficient　to　cause　severe
　morphogenetio　defヒcts．
　　　　　　　My　study　also　suggests　that　the　C．　elegans　myoepithelial　sheath　might　be　a　good　model
・to　stUdy　structUre　and　fUnction　ofsmooth　muscle，　myoepithelial　cclls，　and　myofibroblasts，　which
　haΨe　non－striated　contractile　apparatuses．　To　date，　a　genetic　model　for　cytoskeleta1　assembly　in
　such　mn－striated　contractile　cells　has　not　been　developed．　Smooth　muscles　are　present　in　both
　vertebrates　and　invertebrates　and　play　a　variety　of　fUnctions（Som　lyo　and　Somlyo，1994）．
Myoepithelial　cells　are　often　found　in　the　outer　layer　of　exocrine　glands　and　have　characteristics
of　both　smooth　muscle　and　epithelial　cells（Foschini　et　al．，2000；Furuse　et　al．，2005；Lazard　et
aL・1993）・Myofibroblasts　are　present　in　many　organs　and　express　several　sarcemeric　proteins
（Mayer　and　Leinwand，1997；Rice　and　Leinwand，2003；Walker　et　aI．，2001）．　Regulatory
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　　mechanisms　for　contraction　is　also　various．　Vertebrate　smooth　muscles　are　regulated　by　a
　　myosin－linkcd　system（Marsto皿，1995），　while　ascidian　smooth　body　wall　musole（Endo　and
　　Obinata・1981）and　C・elegans　myeepithelial　sheath（Ono　and　Ono，2004）are　reguiated　by　an
　　　　　　　　　　　　　　　　　L　　actin－1i皿ked　troponin－tropomyosin　system、　However，　non－striated　organization　ofthe　contractile
　　apparatuses　is　tho　common　featUre　ofall　smooth　muscles，　myoepithelial　cells，　and
　　myofibroblasts，　and　little　is　known　about　the　mechanism　by　which　non－striated　myofibrils　are
　　assembIed　duri皿g　development．　Thus，　C．　elegans　might　be　a　suitable　model　to　investigate　this
　　fUndamental　mechanism．　We　preliminarily　found　that　known　regulators　of　actin　dynamics　in　the
　　body　wall　muscle，　including　unc－60B　actin　depolymerizing　factor／cofilin（0皿o　et　aL，2003；Ono
　　et　a1・，1999）and　unc－78　actin－interacting　Protein　1（Ono，2001），　are　not　requircd　for　assembly　of
　　non－striated　myofibrils　in　the　myoepithelial　sheath（our　unpublished　data）．　Although　we
　previously　reported　that　unc－60B　might　be　involved　in　ovulation　antagonistically　to　leソー〃
　tropomyosin（Ono　and　Ono，2004），　we　have　recently　show皿that　the　observed　genetic　interaction
　betWeen　une－6『OB　and　lev－11　iwas　due　to　a　background　mutation　that　affeoted　the　efliciency　of
　RNAi　of　lev－〃but　not　due　to　a　direct　effect　ofthe　unc－60B　mutation（Yu　and　Ono，2006）．　These
・data　suggest　that　non－striated　and　striatcd　muscles　in　C．　elegans　use　different　setS　ofgenes　to
　regulate　actin　organiZation．
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Fig．3－1．Localization　ofstructural　proteins　in　the　somatic　gonad・Dissected　hermaphroditic　gonads　were
doubly　stained　f（）r　MYO－3　myosin　heavy　chain（A），　UNC－15paramyosin（D）・UNC－89（G）・
UNC－52　perlecan（J），　DEB－1　vinculin（M），　or　PAT－3β一integrin（P）・and　actin（B・E・H・K・Nand　Q）・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，F，1，　L，0，　and　R．Merged images ofactin（red）， other proteins（green），　and　DNA（blue）・are　shown　in　C
P・siti・ns・fthe　spermatheca（Sp），　the　my・epithelial　sheath（MS），　and　the　distal　tip（DT）are　indicated・n
the　figures・Bar，100　pm・　　　　85
Distal　tip　cell
Sheath　cells　pairs　1・2Sheath　cells　pairs　3・5
（Myoep薩helial　sheath）
MYO－3
Myosin　heavy　chain　A
UNC－54
MyOsin　heavy　chain　B
UNC－15　Paramyosin
LEVLIl　Tropomyosin
PA：『－1　O　troponin　C
PAT－3β。integ　rin
Fig・　3－2．　S　chematic　representation　of　the　d　istribution　patterns　ofstructural　proteins　in　the　somatic　gonad．
Results　of　this　study　and　previous　studies（Ardizzi　and　Epstein，1987；Ono　and　Ono，2004；
Ono　et　aL，2006）are　summarized．
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Figふ3．　L。calizati。n。fstructural　pr・teins　in　the　my・epithelial　sheath　cells・Dissected　hermaphr・ditic
9・nads　were　d・ubly　stained　f・r　MYO－3　my・sin　heavy　chain（A），　UNC－15para1ny・sin（D）・UNC－89（G）・
UNC－52　perlecan（」），　DEB－1　vinculin（M），・r　PAr－3β一integrin（P）・and　actin（B・E・H・K・N・and　Q）・and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　and　otherthe my・epithelial sheath was・bserved at a high n・agni行cati・n・Merged　images・factin（red）
P「oteins（green）are　shown　in　C，　F，1，　L，0，　and　R．　Bar，10Fm．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　87
Fig．　3－4．　Localization　of　UNC－15paramyosin，　UNC－89，　and　MYO－3　myosin　heavy　chain　on　the　thick
filaments．　The　proximal　myoepithelial　sheath　was　doubly　stained　fbr　UNC－15paramyosin（A）or
UNC－89（D），　and　MY（＞3　myosin　heavy　chain（B　and　E）．　Merged　images　are　shown　in　C　and　F
（MYO－3　in　green　and　others　in　red）．　Arrowheads　in　C　show　typical　MYO－3　filaments　with　punctate
UN（M　5　staining　Arrows　in　F　indicate　representative　MY（｝3行1aments　with　concentration　of　UN（ン89
in　the　center．　Bar」10μm．
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Myoepitheliat　sheath
Body　wall　muscle
Fig．3－5．　Accumulation　of　PAr－3β一integrin　and　other　cell　attachment　proteins　to　the　dense　bodies　but　not　the
M－spots．　The　proximal　myoepithelial　sheath　was　triply　stained　for　actin（A・E・1・and　M）・PAT－3β一integrin
（B，F，　J，　and　N），　and　MYO－3　myosin　heavy　chain（C），　UNC－89（G），　DEB－1　vinculin（K）・or
UNC－52　perlecan（O）．　Merged　images　ofactin（red），　PAT。3β一integrin（green）・and　other　proteins（blue）are
shown　in　D，　H，　L，　and　R　In　the　merged　images，　arrows　indicate　representative　spots　of　PAT－3β一integrin
where　segregation　from　MYO－3（arrowheads　in　D）or　UNC－89（arrowheads　in　H）or　colocalization　with
DEB－1　vinculir1（L）or　UNC－52　perlecan（P）is　clearly　seen・The　body　wall　muscle　was　triply　stained　fbr
actin（Q），　PATL3β一integrin（R），　and　MYO－3　myosi曲eavy　chain（S）under　the　same　conditions　fbr　A－D，　and
amerged　image　actin（red），　PAT－3β一integrin（green），　and　MYO－3（blue）is　shown　in「T．　Bars・IOpm・
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Fig．3－6．　Effrects　of　RNAi　knockdown　ofthe　structural　proteins　on　ovulation・　Wild－type（A，　C・E・G・1・K・
M，and　O）or　an　rrf－1strain（B，　D，　F，　H，」，　L，　N，　and　P）was　treated　with　RNAi　fbr　contro1（vector　with　no
insert）（A　and　B），　myo－3（C　and　D），　unc－15（E　and　F），　unc－52（G　and　H），　unc－89（I　and　J），　deb。！（K　and　L），
pat－3（M　and　N），　or　ketn－1（O　and　P）．　Worms　were　fixed　and　stained　with　tetramethylrhadamine－phalloidin
and　DAPI　to　visualize　actin　and　DNA，　respectively，　and　merged　lmages　are　shown　in　red（actin）and　blue
（DNA）．　Positions　ofthe　spermatheca　are　indicated　by　asterisks・Defective　ovulation　was　characterized　by
the　presence　of　endomitotic　oocytes（arrows　in　C）that　have　intense　DNA　staining（Emo　phenotype）・
Bar，50μm．　　　　　　　　9。
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B．Gonadal　myoepithelial　sheath《model　2》
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Attachment？
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Fig．3－7．　Models　ofthe　organization　of　structural　components　ofthe　contractile　apParatuses　in　the
myoepithelial　sheath．　A，　model　l　shows　that　the　thin　filaments　are　attached　to　the　plasma　membrane　at　the
integrin－based　structures，　while　the　thick　filaments　lack　a　physical　link　with　the　membrane．　B，　mode12
shows　that　the　thin　filaments　are　connected　to　the　integrin－based　structures　through　unknown　anchoring
components，　while　the　thick　filaments　are　attached　to　the　membrane　with　unknown　attachment　structures．
C，an　established　model　ofthe　structure　ofthe　contractile　apparatuses　ofthe　body　wall　muscle
（Waterston，1988；Moerman　and　Fire，1997）．　Arrows　ofthe　thin　filaments　are　pointing　towards　the　pointed
ends　ofthe　actin　filaments．　　　　　　　　　　　91
Table　3－1．Fixation　and　stai！血ユg　conditions　for　fluorescence　microscopy
FigurePanelProteinFixaP1唖mary SecondaryPrimaryZenon一
“onaant量bodie51Probe3皿tibodieshantibod産es豆G2a¢
Fig．3－1A－C　　　I MYO－3A 5－6 A488－GAMNA NA＆3－3 Acti皿 AANO　1 C3－DAR
D－F UNC－15A 5－23 A488－GAMNA NAActin AANO　1 C3－DAR
G－1 UNC－52B ㎜ A488－GAMNA NAActin TRITC－halloid面一
J－L UNC－89A MH42 A488－GAMNA NAActin AANO　l C3－DAR
M－0 DEB－1C MH24 A488－GAMNA NAActh1 AANO　l C3－DAR
P－R PAT－3B MH25 A488－GAMNA NAActin TRITC－haUoidi血一
Fig．3－4A－C UNC－15A 5－23 Cy3－DAM一 一
MYO－3 o ■ 5－14 A488
D－F UNC－89A MH42 Cy3－DAM卿 一
MYO－3 一 一 5－14 A488
Fig．3－5A－D， Acth1A AANO　1 Cy3－DAR一 一
Q－T PAT－3 ■ 一 MH25 A488
MYO－3 5－6 A647－GAM一 一
E－H ActinA AANO　1 Cy3－DAR帽 一
PAT－3 一 一 MH25 A488
UNC－89 MH42 A647－GAM一 一
1一五 Acth1A AANO　l Cy3－DAR一 一
PAT－3 一 一 MH25 A488
DEB－1 MH24 A647－GAM曲 一
M－P Acth1A AANO　1 Cy3－DAR一 一
PAT－3 一 一 MH25 A488
UNC－52 ㎜ A647－GAM一 一
NA，　not　applicable
aFixation　methods：A，　me止ano　l（5　mnin，－20°C）；B，4％parafommaldehyde　in
cyto　skeleto皿buffer（138血M　KC1，3mM　MgCl2，2mM　EGTA，　and　10　mM　ME　S－KOH，
pH　6．1）containtng　O，32　M　sucrose（20　nin　at　room　temperature）f（）llowed　by　phosphate－
buffered　salne　contai　ling　O．5％Triton　X－100　and　30　mM　glycine（20　min　at　ro　om
temperature）；and　C，　metha皿ol（5　min，－20℃）followed　by　acetone（5　min，－20°C）．
bA488－GAM，　Alexa488－1ab・1ed　g・at・n曲・u・e　IgG；A647－GAM，　Al，xa647－1ab，led
goat　anti－mouse　IgG；Cy3－DAM，　Cy3－labeled　donkey　anti－mouse　lgG；Cy3－DAR，　Cy3－
lab　eled　donkey　anti－rabbit　lgG．
cZenon　Alexa　Fluor　mouse　lgG2a　labeling　reagentS（hlvitrogen）．
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Table　3－2・　Components　efthe　contractile　apParatUses　in　the　gonadal　myoepithelial　sheath　and　the
body　wall　muscle．
GeneProteinAntibodyMs　a　bcationRefαenceBWM
撃盾モ≠狽奄庶M
Refbrence
ロc’一～° Actin C40r
`ANO　1
Thin　filaments（Strome，
P986
Thin　filaments（Wa erston　et　aL，
P984
〃ザo－3 Myosin　heavy
モ?≠奄氏@A
5－6 Thick　filaments
icore）
（Ardizzi
omd　Epstein，
P987
Thick五1amen魯
ic。re）
（Miller　et　aL，1983）
姻c－54 Myosin　heavy
モ?≠奄氏@B
5－8 Thick　f『laments
iouter　region）
（Ardizzi
hmd　Epstein，
P987
Thick負1aments
iouter　region）
（Miller　et　aL，1983）
ε4ηc－∬ Paramyosin5－23 Thick　filaments
ic。re）
（Ardizzi
cmd　Epstein，
P987
Thick　filaments
icore）
（Epstein　et　aL，
P985）
朋‘－89 UNC－89 MH42 M－spots This　studyM－1ines （Benian　et　a1．，
P996
1θΨ一〃 TropomyosinAnt －
beTM
Thin　filaments（Ono　and
nno，2004
Thin　fnam¢nts（Ono　and　Ono，
Q002
μ∫40 Troponin　CAnti－PAT－
P0
hin　filaments（Ono　and
nno，2004
Thin　filaments（Te㎜i　etal．，
P999
たθ’π．1 Kettin MH44 Thin　filaments
inear　dense
b盾р奄?
（Ono　etaL，
Q006）
Thin　fl　laments
inear　dense
b盾р奄?
（F㎜cis　and
vatel5ton，1985）
Pロ∫－3 β一integrin MH25 D巳nse　bodiesThis　studyDense　bodles
≠獅п@M－1ines
（Frallcis　and
vatel盲ton，1985
4εゐ一1 vinculinMH24 Dense　bodiesThis　studyDense　bodies（Francis　and
vaterston，1985
姫‘－52 PerlecanMH2 Dense　bodiesThis　studyDense　bodies
≠獅п@M－1ines
（F㎜cis　and
vaterston，1991
α加一1 　　　　●　　　　　■ｿ一actlnm MH350r
lH40
Absent This　studyDense　bodies（Francis　and
vaterston，1985
配ηご一608 ADF／cofilinAnti－
tNC－60B
Absent This　studyThin負Iaments（Ono　et　aL，1999）
姫c－78 AIP1 Anti－
tNC－78
Absent This　studyThin　filaments（Moh㎡and　Ono，
Q003
6ヴ栩一1 AJM－1 MH27 Absent This　studyAbsent
iadherens
鰍高モ狽奄盾氏@in　thc
?@de㎜is
（Hresko　et　a1．，
P994）
1θ∫－805 MyotactinMHl Absent Th董s　studyAbsent（heml－
р?唐高盾唐盾高?刀@in
狽??@h　　odernlis
（Hresko　et　ai．，
P999）
aMS，　myoepithelial　sheath．
bBWM，　b・dy　waU　mus。le．
c　C．　elegans　has　five　actin　genes．　lt　is　not　known　which　actin　gene　is　expressed　in　the
myoepithelial　sheath．
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Table　3－3．　Effects　of】Fe　NAi　treatmentS　on　ovulation
％Emo　hem　　e　n＝100
Iu町《j　t『eatml　ent
@eneration　obserΨed
防跡伽8 アが・1
Control　F1 1 3
醒o－3F1 51 3
配ηc－15F1 22 5
麗ηc－52F1 30 1
甜11c－89　1 0 3
4θゐ一1　1 30 0
舵加一1F1 0 3
Control　PO 0 0
αレ3PO 99 10
9‘i
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購畿葦朧艦器濫な灘輪論瀦畿聯鵬麗港溜溜鑑ρ5’－ndセ・P・n’n・舳・
INTRODUCTION
lh　reproductive　systems　of　multicellular　orgartisms，　somatic
9。naゆrovide出e　proper　environment　for　ge皿cellS　for
th已ir　　　　development，　transpo吐，　and免r廿lization．　Ovulation　in
the　nematode　Caenorhabditis　e’egans　requires　a　signal　from
speml　that　tnduces　ovary　contraction　and　oocyte　matura一
面o叫whidh　are　fb皿owed　by　spermathecal　d齪ation　and｛：er－
tilization（Ward　and　Caπel，ユ979；McCarterε歪砿，1997，1999；
Hubbard　and　G　reenstein，2000）．　Myoepithelial　shea　th　cells
。紬epr。ximal・vary・are・m。甲h・1・gica皿y　sm・。th・muSd←
like　ceUs　wiヒh　distin⊂t　thick　and曲丘1aments　that　are
organiZed　into　a　nonstriated　mamer（Stmme，1986；　Ardセzi
、and　Epste童n，1987∫Hallε置al．．ユ999）and　are　requ加d　fbr
ovulation　of　mature　oocytes（McCarter　etロ’，，1997）．　How－
gver’由e　sa血e　myosill　heavy　cha血isoforms　are　expτessed
mthe　myoepithe董al　sheath　and　the　striated　body　wa皿mus－
d¢｛Ardizzi　and　Epste血1，1987）．　suggest廿1g廿lat出e　sheath
cells　are　physiologically　similar　to　striated　muscle．　Intense
contraction　of　the　myoepithelial　sheath　is　induced　by　spem血
唖eabs㎝ce・f。・・ytes（M・C・rt…t　aL，　199n．　P・・脆・d
maJor　spe－pm　protein　induces　contractien　through　an　Eph
「㏄epヒor（Mi皿er　et　ai．，2001，　Miller　et　at．，2003｝，　but　its　down－
st「eair！　regulation　of　cytoskeletal　activity　iS　not　understood．
，To　date，　only　several　cytoskele毎i　proteins　are　impli亡ated
m・h田出・。曲c駈・n，・Th・UNC－54　my・・in　heaVy・h・血is　a
component　of　the　th三dくfilamentS　in出e　myoepithelial　shea廿1
（Ard地ヱi　and　Epstein，1987），　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　but　its　mu匠ation　calrses　only
weak　ovulation－　defectS（McCarter　et　al．，1997｝．　The　MYO－3
myosin　heavy　chain　is　also　a　component　of　the　thick　fila一
m麓耀譜艦：奮臨臨論1，§’鼎罷灘
憎謹1藩／謙’盈鵠謙E覧認翫圃．
℃・臨耀゜鼎鶴lt欄忠厚臨聖
mentS　in出e　myo已pithelial　sheath（ArdiZzi　and　Epstein，
1987）and　may　have　a　par口ally　redundant　fUnction　wi出
UNC－54．　However，　mutations　in吐旧nryo－3　gene　are　ho－
mozygous　leth且1（Waterston，1989），　and　its　fロnc翁on　i5　not
investigated　in　the　sheath　cells．　DiS壷皿rbance　of　the　iハctions
of　MUP－2　tropor血n　T（Myers　et　al．，ユ996），　PAT・3β一integrin
（L£eet　aL，2001），　or　tahn｛Cram　et　al．，2003）a】bo　causes
ovula廿or1　defectS，　but出eir　subcεHular正ocaliZation　in　the
shea出ce［ヒ｝is　not　exam㎞ed血deta且・㎞addition，　pert　lrba－
tion　ofβ一integr量n　or　talin　causes　defects　㎞　the　gonadal
mo1］phogenesiS（Lee　et　nl・，2001｝Cram　et　aL．2003），　suggesting
that　the　ovula髄on　defe〔t51night　be　parHy　duI⊇to　structUral
defectS　rather吐lan　defectS　in　the　regulation　of　contraction．
　Tropomyosin｛TM）i5　a　major　ac目n・a5s㏄iated　protein
among　eukaryotes．　in　stria　ted　muscle，　TM　iS　coupled　with
troponln（TN）and　transmits　the　calcium　signal　to　ac戯vate
actin→myosin　i㎞teraction（Gordon　et　al．．2000）．　Mutations　in
血eh㎜鋤gen 　ar 　a5s劇wi出曲e　myopa出y
and　familial　hypertrophic　cardio皿yopa廿Ψ　（Midhe星e　and
MetZger，2000；Tubridy　et　al．，2001）．　In　both　muscle　and
nonmuscle　cenS，　TM　stab血zes　actin丘lamentS　by　protecting
出㎝仕。m伽s ㎝bly（Cooper、2002）．　Nu皿or　severe　loss－
of－fUnction　muta髄ons　of　a　T］M　gene　are　lethah皿yeast（Bala－
subram nianε」砿，ユ992；　Drees　et　al．，ユ995｝，　mice（Blanchard
et　aL，1997；　Rethinasamy　et　al．，1998），　and　C　elegans（W田iams
and　Waセerston，1994，　Anyanfu1　et　al．，2001）．　Thus．　TM　b　an
㎞portant　regulaヒor　of　ac㎞一dependent　processe§in　a　vari－
ety　of　ce皿s・In　contrast／TN　iS　expressed　only　hl　sh・iatモ｝d
muscle　in　vertεbrates　and　fUnctions　as　an　actin－linked　cal－
cium　switCh吐o　activate　actomyosin　ir1teraction（Gordon　et
al．，2000）．　However，　th已re　are　tWo　instances　for　the　presence
of　TN　in　smooth　musde㎞other　a血als：adult　body　waII
muscle　of　sea　sqUlrt（王…ndo　and　Obi皿ata，1981）and　adductor
muscle　of　scaHoP（qima　arld　Nishita，1986｝Nishita　et　aL．
1997｝．Although　these　srnooth　muscle　TNs　have　activity　to
regu董ate　ac血一myosi皿　interaction　血　a　calcium－dependent
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血armer・in・Vitr。，出eir　phy5i。1。9ical　r・les・in・m岨cle・c・ntrac－
tion　are　yet　to　be　establiShed．
　In　thi5　stUdy，　we　demonstrate量hat　TM　and　TN　areヒhe
〔o皿ponents　of　thin丘lamentS童n　the　5heath　cells　of　the　C．
elegans　ovary　and　are　required　fbr　ovarian　contraction　dur冒
ing・血1a傾。皿・　　　　　　　　　　　We　aiSo且nd　that　the　ovUlation　defectS　by
RNA　interference（RNAi）of　TM　or　TN　are　5upPressed　by　a
　　　　　　　　of　actirt　depolymerizing　factor（ADF）ノcofili皿，m山ation
whiCh　enhances　actin　fi　lament　turnoveT（reviewed　in　Bam・
bur｛多　1999∫Bamburgε’al・，1999；Ono，2003）．　Thus，　our
resultS　indicateピlliat　these　’cytoskeletal　regulato：s　P置ay　crucial
roles　in　the　C・elegans　reproducUon．
MATERIALS　AND　METHODS
Ne，”atode　Strains
W且d．type　C　e’咽ロ閥55h’a血N2　wa50bヒahed血om　the〔hε，1θ㎡皿bditis　Geneti｛tS
C田1匙量r伽eapOlis，　MN）．躍，tc－60　（r39の（Md（im　et　al，，1988）was　obt訊ined
fmm　D．　B昌mi已｛Simon　Fraser　university，　Bumaby，　B｛：．　C畳n且da〕．　ThE　5h宣in
DHIO33　eκ9）ressing　YP170：：GFP（Grent　and　Hirsh，1999）wa50btainεd　f拍m　B，
Glanヒ（Rutgeis　Universi量y’Pi5｛ataway，　ND・Nernatodes　were’№窒盾落Mat　20℃
岱d醐P㌍鵬夏y田㎜餌，1974）．
RM　1”蓄瞬糊㏄珈ε伽ε”’5
N㎝且tOdes　we・e　t「eated　with　RNAi　for　CeTM。r峰10　by　f曲呂as・d“
sc・ibed　previ。u51y｛〔in・ar・d（｝m’2002）・PhEn。types　were　analyzed　in　their
F1呂En已ration．　Worm　mo目1iりρwas　qua皿tified　as　described　preViou5！γ（Ep5恒n
ind丁hom50n，1974；Qno　e’ロ」．，1999）．　Two　clifferent　vectors　for　RNAiof　CeTM
w¢把used：TMl　wa5　u5ed　to　supPress　the　Ce丁lv町a皿d　CeTM皿isoforrns　and
TM2　b　5upP祀s5　a1｝fo1町CeTM　i50form5｛Qno　and　Ono，2002｝．　To　construct
旦vec㎞r　for　pロ’－10（R凡4り，　a　1087・base　paiτgenomic　DNA血ヨ呂皿Ent　of　the
即』10g已皿已（F54CL7｝was　arnphhed加m　genomic　DNA　of　wild・type　C．
etrgattS　by　POlymerase　dhail亘reactjon　by　u9㎞g　a　ferward　primer　5’響GA『（ニヘー
GATCTGG（TGAGGATATCGAAGAGATrC　and　a　reverse　pri瓦ler　5’－
GATCGCTAGCITGAAGATrGTAGAT⊂AGCGCrG，　The　aMplified　frag－
mentS　were　digested　bア耳g田l　and　N’1εI　at出已sites　i皿troduced　j皿the
P。1｝鷹・ase・in・血reaCti・n　prim・・S・and・Cl。ned・int。レ欄（P・・Vided　by　A、
Fire，51｛皿ford　Un量versity，　St司㎡ord，　CA）a量廿le　dα皿i皿g　Site　be吐ween　two
。P岬アoriented　T7　promoters　（Timmons　and　Fire，1998）。
Ti，”ε一Lapse　N・marski・Micros‘・py
Control　won皿s　were　anesth曲燈d　in　O．1％廿ica血¢，0．Oloro　tetramisole　in　Mg
for　3｛〕min　and　mounted　on　2％agarose　pads（Md識τ‘まロ1．、199η，　Tricaine！
tet「amiso】e　paTalyzes　body　wail　moverriEttt　but　d【｝es　not　block　several　rounds
pfooq吐e　ma㎞hon　and㎝1圏㎝．　Theアwere　set　on　a　Nikort　ltClip…ve　TE2am
mv｛irted　rnicroscope　and　6b…mued　wi曲a40x　CFI　P㎞Fluor　obiectiΨe
〔・・m舳！・pe巾祀叫Im・9・s・w・＝e　caPltM祀d・t㎜m　t・mpe・・tu・e　by・
SPOT　RT　Monodhrom巴由arge－coupled　d｛ヨ輔ce　camEm〔Diagnostic　Insiu－
’ME皿tS，　Ster丘1旭Hei砂b，　M1）and　I¢◎orded已ve弓r　l55匠br　60－100　mi皿by　the
n】Lab　imaging　softwaτE｛Scanalytiこs，　Fairfax，　VA〕．
Flu・rescen‘e・Micr・sc・py
総誰難灘羅強灘羅撚
md・ded・竜0・1μ9／ml・in出・ph・』。曲s・luti。n・to・stain・DNA．　F。・immun。一
舗聡灘鵠E繍謙舗識盤窯謙翻離
1epη・　attaChed。・p。ly－ly血・ト・皿固・lid…by・一・k　m・th。d｛Ep－
st｛血et　nl．，1993）戸and丘】｛ed輌th　4％fo㎜！dεhyde　in　cytOskeletOn　bu鉦ヒr（10
臨鷺’厳1鼎蕊品耀鷲薫轟乱窯臨畿
撫瓢錨寵∬語1齢・盟。欝閤鵠・器1瀦封難
離髭゜躍乱鶴留撒瀦器劉蕊響識驚
V。1・エ5小n，2004
Tropomyosin　and　Troponin　in　Ovulation
Table　1・Rr野A三phenotypes　for　CeTM　and　pat一ヱ0
Strairt RNAi
Mediity　　Brood
（beats／30　s，　　　　size
π＝10》　（π窩10）
　　Emo
phenotype
（°！・，n＝
　　200）
Wild－type
unc－60（r398♪
Control
αTMllll
CeTAt［1，tl．IILIV
pat－10
Control
CeTAt［1，II
CeTMIrll，lll，IV
pat－10
105±55
　46土6，8
　13±5．9
0．6±1．1
48．9±11
　47±12
　39±5．2
1．7　±1．3
314±33
　0tO
　O±0
　0±0
251士46
271±39
72±50
8．3±11
　0
100
100
100
　0
　0
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Vリセ5fεア置Blo重
The　worm　lysates　were　p肥Pired　and　Western　blot　perforn正d　as　d鰍ゴbed
p爬viou51y｛Om　and　Ono，2002）．　Phimary　antibodies　used　wεro　anti－PAT－10
（TE聞1画8f血’・’1999），・nH｛eTM（On。　and・On。，2002），鵡d㎜H・a曲｛C4，　MP
Biomedica15）ant丑〕Odies．
RESULTS
R 　lntel erence　・f　Tr・P・my・5f”伽5855fε㎡晦
We　previous［y　showed　that　suppres3ion　of　TM　by　RNAi
caused　paralysi［s　or　reduced　Ino偵夏ity　and　diSorganiZation　of
actin　filaments　in　body　wa皿musde　of　C．　elega，1ξ（Ono　imd
（＞no，2002）．　　　　　　　　　　hl　addition，　we　found　that　suppression　of　TM
cause 　strong　ster皿ity（Table　1）．　The　TMI　RN」Ai　construct
supPresses出e　CeTMI　and　CeTMlI　isofc）rms　of　the　four’IM
isofo㎜s　present　in　worms［CeTMI，IIでRIVIAt）］and　reduced
廿1e　toIal　level　of　TM　pro吐eh　to　50％｛see　Figロre　70f　Ono　and
Ono，2002；Figtre　3b）．　Decreased　mo曲ty　of　the　affected
worms　to　 pproximately　one－ha旺the　speed　of　control
WormS　Was　also　ob erved　as　reported　preViously（Oio　and
OnO，　　　　　2002）　0「able　1｝．　In　addition，吐Le　CeTMI，11　（RNIAi）
w。rms　produced　n。　progeny（Table　1），　whereas。ontrol
worms　pr duced　・－30e　progeny　per　worm（Table工）．　Sup－
pression　of all　fbur　Trhvl　isofoms　by　the　TM2　RNAi⊂onstruct
［CeTA，ll，π，Ul，IV‘RIVAi）】reduced　th臼TM　protet【11evel　to
～10％（se色Figure　70f　Ono　and　Ono，2002；Figure　3b｝and
caused　a凪ore　severe　mot出tアdefect　than　that　by　TM重as
reported　previously（Ono　and　Ono，2002）（Table　1）．　None
th∈less’the　sterile　phenotypes　i皿duced　by　both　CeTMI，正1
‘RNAi）and　CeTMI，li，III，rレでRNAi）　were　equally　severe｛Ta－
b1已ユ）・These　resUltS　strongly　suggest　dlaセTM　is　required　for
吐1e　reproductive　system　of　C　elegnns　and　that　CeTM　and
CeTMII　are　the　TM　isoforms　that　play　m｛哲or　roles㎞this
event　or　that　the　reproductive　system　iS　more　sensitive　to　the
level　of　TM　than　body　wall　muscle．
Tropomyosin　ls　Esse崩al∫fbr　Ovulation
Examinatien　of　the　adult　gonad5　in　CeTM‘RNA　t）worms
revealed　that廿le　oK）cytes　at　the　very　proximal　ends　of　the
ova【y　bec且皿e　endorr直to近c　and　no　embryos　resided頬廿1e
uterus（compare　Figure　1，　a　and　b）．　In　control　worrns，　the
oocytes　were　10cated　irt　the　proximal　ovary（Figure　l　a）and
were　arrested　at　meiosis　with　condensed　chrornosomes（Fig－
u：elc，　arrows）．　However，　in　both　CeTMI，ll（RNAO　and
CeTMI・ll，lll，IV‘RNA　z）　wonms，　oocytes　at　the　proxima！　g〔卜
nads　had　a　large　accumulaHon　of　DNA（Figure　ld，　arrow－
head｝，　indicating　that　the陀was　endomitotic　repEication　of
2783
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Yolk
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Figure　1。　RNA㎞terference　of　tropomyos㎞
causes　ovula麺on　defects　and　endom並o目c　DNA
rephca憾on　in　the　ooCytes．（a　and　b）Nomarski
㎞ages　o田ie　adu！t　hermapluoditic　gonad　of
control　（a）　and　αTMI／1，πろ1y　‘RNAi）　（b）
wom5・Germ　celi5　are　proliferated　in　the　distal
gonad（D均》and　devdopedセ寵o　oocytes（O）㎞
the　proximal　gonad・Amature　ooCyte　is　ovu－
1ated　and　fert韮董zed　in　the　sperma出eca（Sp）and
initiates　emb：yogenesiS　in　the　uterus（Ut）・ln
the　CeTmu，U，Ilt，IVぐRNAO　wo馴m，　the　proximal
oocytes　（EnO）　had　amb董guous　nuclear－Cyt（ト
p1asmic　bo岨dary，　w撞ch　is　Characteristic　of
endomitotic　oocytes，　and　there　was　no　embryos
i】nthe　uterus．　Bar，20μm．（c→）Visua】ization　of
DNA　by　DAPI　stai1血g　showed　Ulat　control
oocytes　had　condensed　dhromosomes（c，　a卜
rOwS），　whereaS　the　prOXima1　oocyteS　in　ti、eαT一
ル環1，111，IV　（RNAi）wom　had！arge　accumula－
tions　of　DNA（d，　arrowhead）．　S舳g　o飴ct㎞
田aments　with由oda㎡ne－phalloidin　demon。
strated　that（xoCytes　were　regularly　compar卜
menね紅zed血the　centro1　evary（e》but口臓t　they
had　iTegu！ar　Qeil　compartmentS　in　the　CセτルU’み
1，1πノV（RM4りovaτy（f，　arrows）・TransgenicaUy
expressed　GFP。tagged　yo！k　prote三n　YP170　ac－
cumulated　in　control　oocytes　and　embryos　by
　　　　　　・6is｛9）．　The。・⊂ytes　in　the　CeτMa’i－end（×yt
I，π1／V（RNAi）worm　abo　had　the　yolk　protein
㈹，sugges魅ng　that　endocytosis　was　norma1・
Merged　in　i　and　j　are　DNA（b1ue），　act㎞（red），
and　yolk　（green）・　AsteriskS　in　l　indicate
anuclear　cells，　Bar，50μm．
DNA　inヒhe　oocytes，　which　became　highly　polyploid・This
pheno　　　　サpe　resembles　the　previously　described　endo”1ito匠c
oocytes　in　gonadal　arms　phenotype（E”10），出aヒis　observed
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．，1996）．The　E2πowhen ovu塁a恒on is defbctive（lwasaki et　al
phen・mP・f　C8TM（RMりw・ms　was　veワsevere’su（土
that（X）cy亡es・r　embry・S　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　were　not　observed血the　sper－
matheca　or　utems（Figure　lb　and　Table　1），　suggesting　that
there　was　no　ovulation．㎞addition，　viSualiZation　of　the　actin
filarrtentS　revea董ed　that　the　endomitotic　oocytes　had　irregu－
la「cel1　comparttnentS（Figure　l　f，　arrows）and　that　some　cells
we・e・anuclear（FigUre　lj，　asteriskS），　suggesting　that　these
oocytes　underwent　aberrant　ce皿divおion　in出e　ovary・The
two　RNAi　treatmentS，　CeTMI，π（RMり｛md　C8τM1，11，111，1V
（RNAi），　caused　nearly　iden髄ca1　E”10　phenotype（Tableユ）・
’1’1’t・陀f・・e，曲・ph㎝・types・h・wn㎞出・Figu・es　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　land　2　are
afte・treatment・with・nlyαTM1，π，H∬，IV・（RNA・i）・
　　Before　the　oocytes　became　endomito藪c，　there　were　no
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　in　CeTMm・rph・1・gical・bn・rmalities in the　germ　cellS
でRMりwoms．　Sp m　was　properly　stored　in血e　sper－
matheca（Figure　l　d）and　spe【m出at　was　supp豆ied　by　mating
with　control　males　did　not　rescue　the　RNAi　phenotype（our
u叩ublished　daヒa）．　Developing　o㏄ytes　were　morphologi－
caUy　norma夏before　they　became　endomito価c（our　unpub。
　　　　　　　　　．In　addi髄on，　the　endocytic　pr㏄ess　of　the　yolklished　data）
P・・t・ins　in・㏄yt・・seem・d　t・b・n・m・1（Figu・e　2’9・pd　h）’
althoug 　the　act㎞⊂ytoskeleton　plays　important　roles．m
endocytosis（Schafer，2002；EngqvisセGoldstein　and　Drubm，
　　　　．We　fdlowed　the　dynamics　of　a　green　nuorescent2003）
翻謂’階疏離鵬隙。繋ご甑錨
worms，　the　yolk　protein　accumulated　in　maturing　oo（ytes
and　early　embryos（Figure　lg），　C8τM（RNAi）woms　also
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Control
Ce　TMt，〃，”tt’V　（RNAi）
Figure　2．（）vulation，　but　not　oocyte　matUration，　iS　defective　in　the　tropomyosin－RNAi　worms．　Oi，・ulation　processes　of　control（a－d）and
C翻1川π，1V（RMり（雨）worrns’were　recorded　by　tim←lapse　Nomarski　microscopy（also　see　Videos　l　and　2）．　in　a　control　worm，出e　most
p蘭m・11y・1・cat・d・・Cyte（・，・・t・・i・k）bec・m・m・tU・e　and・h・w・d　m・甲h・1・9i・a1・ha・g・intO・・…d・h・pe　and・・dea・㎝・・1・P・
breakdown（b）．　It　was　puushed　by　intense　contraction　gf　the．．ovary　and　fertilized　ir｝　the　spempa．theca（『1・Then’embryogenesiS　was　mitiated
in　the　uterus　after　ovulation（d）．　In　the　CετM1，π，π1，rレ（RNAO　worm，　the　most　proximal　oocyte（e，　astensk）became　matUre（f），　but　it　was　not
ovulated　due　to　weak　contraction　of　the　ovary（g）．】in　the　absence　of　ovulation，　the　nudear　envebpe　reappeared（＆asterisk）and　a　deavage
　　　　　　　　　　　　　　　　，arrow）．　The血1πow　was　dynamic　and　somehmes　regressed（i）．　However，　when　the　deavage　is　comple量e，　the　daughterfUrrow　was f・m〔Xi（h
ce11　on　the　1aft　became　anuclear　and聯nu’cleus　is　segregated　into　the　other　cell（1）・Positions　of　the　spermatheca　are　indicated　bジs”・
Numbels　indica吐e　Ume（m血tute　seconds）丘om　the　first　frame・Bar，20μm・
h．a－d　the　yolk　protein　in　the　Cytoplasm　of　the　oocyteS（Figure
lh）and　did　noヒshow　a　typical　endocytosis－defective　phe－
notype（Grant　and　Hirsh，1999）．
　To　ol）serve　the　pr㏄esses　of　the　ovulation　defect’we　re－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（RNA　i）　 　 　 of the gonads　of CeTMcorded　the　live　activity
woms　by　tim←lapse　Nomarski　microscopy（FigUre　2；　Vid－
eos　1｛md　2）．　ln　contro1　worms，　only　the　most　proximal
oocyte　became　matUre，　which　was　characterized　by　nuclear
envelope　breakdown　and　rounding　up　of．　the　oocyte（Mc－
Carter　8f　nl．，1999）（Figure　2，　a　and　b，　asteriskS；Video　l）・Tbis
was　acc mpanied　by　frequent　and　intense　myoepithehal
sheath　confraction　and　spermathecal　dilation　that．allowed
出eoocyte　to　enter出e　spema出㏄a　where　it　was免r田ized
（lv｛cCarter　et　al．，1999）（Figure　2c；Video　1）・The　ferUI蓋zed　egg
was　subsequently　expelled　into　the　uterus　and㎞ihated
embryogenesis（Figure　2d；　Video　1）．　In　the　C8TM1，11，m／V
でRMりw rms，　the　proximal　oocyte　became　ma加re　nor－
maUy（Figure　2，　e　and　f，　asterisks，　Video　2），　but　neither
intense　contraction　of　the　myoepithelial　sheath　nor　dilation
of　the　spematheca　took　place・As　a　result’the　oocyte　re一
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Tab1e　2・Tropomyos㎞and　troponin　in　C．　elegans
Protein Gene Length｛aa） Muセmド RNAi皿
Tropomyosm
Troponin　C
Troponin　I
丁roponi皿T
’｛m－111tmy－1（YIO5E8Bユ1）
躍一1伽‘－1（F54，〔1，71）
　　　　　置”‘－2｛2霊（673．711）
　　　　　ltti－1（F42E11．4）Q
麗’1‘－27ノ｝”’「2（Z］く721．2X）
　　　　　f所一3（T20B32V｝
　　　　　t，・i・・4（WO3F8．1・llり
”㍑’戸L21tnt－1（T22E5．5　X）
　　　　　tnt－2（F53A9．10　X）
　　　　　fπ’－3（Cl4F5．3　X）
　　　　　tn’4（TO8B12V）
256－3G1
　　161
　　160
㎜　　242
　　260
　　197
　　405
　　428
328－1216
347－375
Levbr　PaF
PatS
冊NDUnci
NDND
Mup，　Stel
NDNDND
Embd，　Uncf，　Stef
Steth
Lvah
VVTh
WThWTh
Groh
WThWThWThWTh
器贈譜「齪囎黛翻灘価麟囎綴鶴鵬階欝f・ld，・U・一一d蝋S・・’…雌1・・L蜘・I
b　Lewis　e’n’、，1980．
‘W皿1iams　and　Wa　teTston，1994．
dAnyanful　ef　a’・，2001．
虹Ono副od　Ono，2001乙
‘宙£5tudy．
g　WMiarns　and　WaterstOn，1994，　Telami伽’．．1999．
hKama吐」ε’al．，2003．
iBurke直n　etイT’．，2004．
jMyers　et　a’り1996・
ma㎞ed㎞睦le　80nad’rearranged　itS｛：ortex　into　a　squa爬
sha匹曲㎜ed出e　nucleaf　envelope（Figure　2gl　Video　2），
and，　surpds㎞gly，囲dated　Cytokinesis（Figure　2h，　arrow，
Vide。2）・The　cleavage㎞r・w　was・ften　dynamic　and　s・m←
㎞es　regressed（Figロe　2i’Video　2）．　However，出e・nucl已us
was　not　divided．　Thus，　when　the　cleavage　was　complete，　the
nucleus　was　restrid已d　to　only　one　of量he　two　daughter　ce皿5，
IeaVing　the　other　ceH　anudear（Figure　2j，　asterisk；Video　2）．
In　the　a　　 　　 bsence　of　ovulation，　matUration　of　the　3econd　or
セhird　proXimal　oocyte　was　often　obs∈rved（our　unpubk8hed
data），　in　　　　　　dica面ngヒha匙asignal　to　induce　oocyte　maturation
can　rea（血dista皿y　located　ooCytes　as　demonstra吐ed　previ－
ously（lwasaki　et　a’．，1996）．　Therefore．　suppress量or匙of　TM
speci丘cally　caused　a　defect　i11廿le　contrac田e　activ趾y　of　the
。vaワ’but　not㎞出e四㏄s　of　oocyte㎜㎞rati。n．　The
CeTMI，11（RNAi）（n＝5）and　CeTMi，ll，1正1，IV　（RNン4i）（n＝10）
w・rms　sh。wed　a　nearly　i　　　　　　 　　　　　　　 　 　　　denほcal　ovula纈on　defbct　byヒ㎞e＿
lapse　micr・sc。py（Table　3）．
P／1T」10丁面」ρo”ゴ”C」酸s　Rε」7躍’泥4／bf　Ovula　ti’o”
A　previous　report　by　Myers　et　al．（1996）demonstrated　that　a
mutation　in　the　mup－2　tlopor血T　gene　irnpaired　contraction
of吐肥myoepithelial　shea出and　cau3ed　a　very　s㎞Uar　sterile
phenotyl）e　to　CεTM（RNIA　i）・This　observa縮on　strongly　5ug－
gests出at　tropor血1　i8　alSo　a　regulator　of　sheath　contraction，
We　extracted　ava垂able丘mctional　data　on　all　genes　for　the　C．
elegans　troponin　compon已nts（two　tropon血Cs【TNC5｝，　fbur
troponin　Is，　and　four　tropon㎞Ts）（Tabk　2）and　found出at
出e・pat－1伽κ一1　TNC　gene　was出e。nly　tr。P・r血。。mp。nεnt
that　caused　sterMty　by　RNAi（Kamath　et　al．，2003）．　These
data翼 d　us　to hypothesiZe　thaセPAT」10　TNC　might　be　a
regulat。ry　comp・n nt　of　c。ntraction。f出e　my。epi出ehal
5heath　cells．　PAT－10　TNC　was　previously　reported　as　a
component　of㎞丘lamentS　i　l　body　wal1　muscle（Terami　et
ai・’1999）’but　its　expression　and正ocalization　ir1出已gonad　are
not㎞own．　Mutations　in　the　pat－10　gene　cause　embryonic
T・b1・3・DiS・e・ti。n。f出・。vu1・冠。・P・・ce・s・by廿mel・pse・ec。・ding
Strain RNAi
　Shea吐L
contraction
Sperma吐1ecal
　　dilation
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matUrationn
Aberrartt
cyto㎞esisOvulation
Wild－type
：tit“00fr398，
ControI
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CeTMI，II，ll」しrレr
pat－10
⊂o厭rol
Cε工MLll
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　0
　0
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1撫蹴P欝唱認瀦講nve1°劇d°職
く丁his　indude5　twocases｛29％）of　abnom亘al　ovulation，　whiCh　Cleaves　the　oocyte　before　completion．
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Figure　3．　RNAi　of　pαt－10　troponin　C　resUltS　in　ovulation　defects．（a－c）Western　blot　analysis　of　PAT－10（a），　CeTM（b），　and　actin（c）after
control　RNAi　with　a　blank　vector（1ane　1），　CeTMI，πでRN！！i）（1ane　2），　C87M1，π，m，IVでRNAt）（1ane　3），　or　pat－10　（RNA　i）（1ane　4）．　PAT－10　was
significantly　reduced　by　pat－10でRNハリ（a，　compare　lanes　l　and　4）and　slightly　reduced　by　CeTM∬，11（RNA　i）（a，　lane　2），　Ce丁’MI，II，∬11，IV　（RN！li）
（a，1ane　3）．　In　contrast，　the　leve1　of　CeTM　was　not　altered　by　pρt－10ぐRNAi）（b，　compare　lanes　1　and　4）．（c－i）Contro1（d，　f，　and　h）or　pat－10（RNAi）
（e，＆and　i）worms　were　stained　by　DAPI（d　and　e）and　rhOdamin←phalloidin（f　and　g）．　Merged　images　of　DNA（blue）and　F－adin（red）are
sho、m　in　h　and　i．　Positions　of　the　spermatheca（Sp）are　indicated　in　d　and　e・Large　accumulations　of　DNA　in　endomitotic　oocytes　are
indicated　by　arrows　in　e．　Bar，50μm．
arres吐（Williams　and　Waterston，1994）and　do　not　allow　us　to
investigate　itS　role　in　the　gonad　that　deveIops　dur・　ing　larval
stages（Hubbard　and　Greenstein，2㎜）．
We　performed　RNAi　of　pat－10　by　feeding　and　found　that
it　a－110wed　the　treated　womhs　to　grdw　into　adultS　and　caused
de飴ctive　worm　motility　and　steriHty，　whidl　were　very　s㎞一
iIar　to　the　CeTMでRNハリphenotypes（Figure　3）．　RNAi　of
pat－10　significantly　reduced　the　PAT－10　protein（Figure　3a’
compare　lanes　l　and　4）without　affecting　the　level　of　CeTM
（Figure　3b，　compare　lanes　l　and　4）．　The　level　of　PAT－10　was
slighUy　reduced　by　RNAi　ofCeTM（Figure　3a，1anes　2　and　3）・
The　pαt－10　（RNAり　worms　were　nearly　paralyzed　and　pro－
duced　no　progeny（Table　1）．　Examination　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　of　the　p t・・10
（RNAりgonads　showed　that　endomitotic　oocytes　with　large
accumulations　of　DNA　were　present㎞the　proximal　gonad
llOO％，　n＝200）（Figure　3e　and　Table　l）．　Time－1apse　record－
mg　of　the　live　Pπf一ヱ0でRNハf）gonads　showed　that　contrachon
of　the　proximal　gonad　was　absent　or　very　weak　even　after
the proximal o㏄yte　became　mature　and　the　oocyte　re－
mained　in　the　gonad（57％，　nニ7）（Figure　4，　a，　c，　e，　and　g；
Video　3）．　Su（土oocytes　underwent　multiple　rounds　of　nu－
clear　envelope　breakdown　and　reapPearance（Figure　4，　c
and　e，　asterisks）and　aberrant　cytokinesis　（71％，　n　＝　7）
（Figure　4， e　and　g，　arrowhead5）．　In　some　pat－10でRN！li）
woms（43％，　n＝7），出e　spema出eca　was　able　to　dUate｛md
a1藍owed　ovula恒on　of　the　proximal　o（×yte　in　the　absence　of
il1Ltense　shea廿t　contraction（Figure　4，　b，　d，　f，　and　h；Video　4）．
However，　in　tSvo　of　three　such　cases，　the　spermatheca　con－
tracted　before ovulation　was　completed，　which　resulted　in
cleavage　of出e　oocyte　and　ovulation　of　only　a　porHon　of出e
oocyte（Figure　4，　f　and　h，　arrows二Video　4）’indicatin9出at
出espema出㏄a　can dilate　but　its　dilahon　and　co慮ac口on
are　uncoordin ted　du血g　o、rulation・These　resultS　indicate
廿lat　st rility　by　pat－10（RNAi）is　due　to　a　strong　defect　in
co耐rac ion　of　the　my㏄pithelial　sheath　as　observed　for
RNIAi　of　CeTM．
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Figure　4．　Time－lapse　observation　of　ovUlation　in　the　pat－10でRハゐ4りworm．　Ovulation　process　of　tWo　representative　pat・10　（RNAO　worms．　ln
a，c，　e，　and＆ovuヨa恒on　was　comp】etely　unsuocessfUl（also　see　Video　3）．　NuClear　envelope　breakdown　of　the　most　proXima1　oocyte（c，　asterisk）
indicated　oocyte　maturation．　However，　due　to！adくof　sheath　contraction，　the　oocyte　was　not　transpo】rted　and　nuClear　envelope　reappeared
（e，asterisk）．　Aberrant　cytokirtesis　of　the　oocyte　was　also　observed（e　and　g，罎owheads）．㎞b，　d，　f，　and　h，　o曲Uon　was　pa畑1y　suc（mssfU1
（also　see　Video　4）．　After　cx）cyte　maturation（b），　the　spemaほieca　dilated（d），　and吐le　oocy吐e　entered　the　spermatheca（f，　arTow　　　　　　 　　　　　　　　　　 　　　　 　　　　　　 　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　）．How ver，　only
a　portion　of　the　（×ocyte　was　transported　into　the　ute則s（h，　arrow）．　Numbeτs　indicate　dme（m三nutes　seconds）丘om　the　first　frame．　Bar，20μm．
Tropo，nyos’n　4”d　Tro戸o”」”Cみ泥the　Compo”ents　qプ訪ε
NFoπ5歪㎡ated・Thi”矧4〃1α9£5　f”the　Myoep勧ε1ぎα’5hea・th
By　immunefluorescence　microscopy，　we　fbmd　that　CeTM
and　PAT」10　TNC　coloca髄zed　with　actin　filaments　in　the
myoepi曲e髄al　sheath　of出e　ovary（Figure　5）．　PAT。10　was
　　　　　　　　　　　　in　the　myoep葦thelia量5heath　ceHs　but　not　inexpressed o ly
the　spermatheca　and　colbcalized　wi舳e　actin　filaments　in
a　nonstriated　mamer（Flgure　5，　a－c）．　ln　contrast，　CeTM　was
expr〔tssed　in　both　rnyoepithelial　sheath　and　sperma出〔m
and蓋㏄a薮zed　tO　the　actin　fi藍amentS　in　a　nonstriated　pattern
（Figure　5，」－1）．　TheαTM1／1，ll∬，1V（RMO煙a㎞ent　e㎞i－
nated　mamentous　staining　by　an纈｛eTM　an恒body　but　not
di恥se　staining　of　the　gonad（Figure　5，　m－o），　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　 　　　　 　　　　　　　　　　　suggesting
that　residual　CeTM　prote㎞or　nonspecificaily　recogrtized
proteins　are　visualized．　In　addi髄on，　RNAi　of　CeTM　reduced
fi重amentous　sta㎞g　of　PAT－10（Figure　5，　d－f），　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　indicating
tha亡assodation　of　PAT－10　with　actin　iS　dependent　on　CeTM．
In　c・nセast，　pat－10　　 　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　completely　eliminated　 　　　　 　　　　　 nearly　 ‘RMδ
PAT－10　in　the　gonad（Figure　59）but　did　not　affect　the
寧lamentous　pa世em　of　CeTM（Figure　5p）．　Thus，　CeTM　local。
璽es　to　actin　fi韮aments　independently　of　PAT－10・The　orga－
mza蕊on　of　ac㎞創aments㎞the　myoepithelial　sheath　and
sPematheca　was　not　signi露cantly　a塞tered　by．　RNAi　of　CeTM
（FigUre　5，　e　and　n）or　Pat一ヱ0（FigUre　5，　h　and　q》except　fbr
minor　disaπays　of　the丘lame就s（also　see　Figure　6B），　which
might　be　due　to　excessive　accumulation　of　endomito甑c｛xo－
cytes・Toge吐緊er，　these　observa顧ons　strong韮y　suggest　that
both　CeTM　and　PAT」10　TNC　are　the　components　of　non－
striated　thin　filamentS　in　the　myoepithelial　sheath　cells　and
regulate　contraction・
ADF／COLfilin　Is！1π如goπま5】匠‘to　TrOlワon塞yosin　and
Troponin　in　Ovu’ tio”
We　preV ously　repO ted　that　a　mutation　in　une－60B，　encod－
ing　a　muscl〔e－specific　ADF／co丘㎞isofb叫suppresses　the
CεTM（RNAD　phenotype　in　the　body　wall　muscle（Ono　and
Ono，2002）．　We　found　that　the　un‘。60（r398）mutation，　whi（上
inhibits　the　Mamertt　severing　activity　of　UNC－60B（Ono　et
al．，1999，2001），　also　supPressed　the　sterile　phenotyl）e　by
CεTM（RNAi）（Figure　6A　and　Table　l）．　The朋c－60（r398）
homozygotes　w紬co紺ol　RNAi㎞a㎞ent　show（Xi・reduced
mo田ity　and　brood　size　compared　with　wild－type，　but　no
ovulation　d fec S（Emo　phenotype）were　detected（Figure　7，
a－c，and　Tab1e　1；Video　5）．　TheαTM1，ll　（RNAi）　treatment　of
翼’1c。60でr398）had　no　effectS　on　motility，　brood　siZe，　and
ovu ation（compare　Figure　6A，　b　and　f，　and　Table　1），　and
αTM1／1」π，πVでRNAi）only　weak童y　affected　mo田ity　and
impaired　brood　siZe　and　ovulation　to　muCh　1esser　extents
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　　　　　　　　Localization　of　tropomyosin　and　PAT－10　troponin　C　to　the　thin　filament　netWork　in　th．e　mygepitlielia．1　she．ath．　HermaphrOditicFigure　5・
gonads　were　d三ssected　from　control（a－c　and　j－1），　CeTMI，π，m，IVでRNA　i）（d－f　and　m－o），　or　pat－10（RNA　i）（g－i　and　p－r）worms　and　stained
with　and－PAT－10（a，　d，　and　g）、　or　anU｛eTM　G，　m，　and　p），　and　a面一acdn　antibody（b，　e，　h，　k，　n，　and　q）．　Merged　images　of　PAT－100r　CeTM
（green），　ac血亀（red），　and　DNA（blue）are　shown　in　c、　f，　i，1，0，　and　r。　PAT－10　was　expressed　in　the　myoepithelial　sheath（MS）but　not　in魚e
spermatheca（Sp）and　col㏄alized　with　F－actin（a）．　CeTM　was　expressed　in　both　my6epithelial　sheath　and　spermatheca　and　colocalized　with
Factin　G）．　Bar，50μm．
than　wild－type（compare　Figure　6A，　c　and　g，　and　Table　1）．
Nonetheless、　the　actin刷ament　netWork　in　the　myoepithelial
sheath（Figure　6B）or　the　spermatheca（Figure　6C）was　not
signi丘cantly　di仔erent　be亡ween　wild。type（Figure　6，　Ba　and
Ca）and　1’πc－60でr398）（Figure　6Bb　and　Cb）and　a塁tera憾on　of
the　actin　maments　after　the　CεTM‘RNAi）treatmentS　were
rela樋vely　minor（Figure　6B，　c－f，　for　the　myoepithelial　sheath
and　C，　c－f，　for　the　spermatheca）．　Filamentous　10caliZations
of　CeTM　and　PAT－10　TNC　in　the　myoepithelial　sheath　were
significantly　reduced　by　CεTMでRNAi）㎞llll‘－60（r398）as
observed　in　wild－type（our　unpublished　data）・Time－lapse
observation　of　ovulation　showed　that　the　defect　in　contrac一
恒on　of　the　proximai　gonads　was　partially　suppressed　in　the
RNAi。treated　lmc－60（r398）worms（Figure　7，　d－1，　and　Table
3；Videos　6　and　7）．　In　addition、　spermathecal　dilation　was
not　inhibited㎞the　unc・・60（r398）worms（Figure　7，　d－1，　and
Table　3；　Videos　6　and　7），　whereas　it　was　strongly　inhibited　in
wild・type（Figure　2　and　Table　3）・Thus，　successful　ovulation
was　observed　at　higher　rates　hl　the　RNAi－treated　1‘ilc－60
mutant　than　wild　typc（Table　3）．　These　results　suggest　that
contractile　activity　of　the　gonad　rather　than　assembly　of　the
contractile　structUre　was　altered　by　the　unc－60　mutation　and
CeTM（RNAi）．
　　ln　contrast，　the　1‘πc－60でr398）mutation　partially　sup
ressed　the　effectS　of　pat一ヱ0（RNAi）・The　paralyzed　pheno－
type　by　pat－10（RNAi）was　not　suppressed　by　the　ull‘－60
（r398）mutation（Figure　6A，　h　and　Table　1），　suggesting　that
the　RNAi　 ffect 　on　bOdy　wall　muscle　was　not　affected　by　the
：lllc－60　muta廿on．　Brood　size　was　gready　reduced（8．3±11）
but　signi丘cantly　more　than　wild　type（0±0）．　However，　the
ovu ation　defect　was　greatly　suppressed　in　the翼7κ一60　mu－
tants（Table　1）．　There　were　only　minor　disarrays　of　actin
filam nts　in　the　myoepithelial　sheath　by　pat－10（RNAi）in
boヒh　wild－type（F gure　6Bg）and　IMC－60‘r398）（Figure　6Bh）．
The　actin　filaments　in　the　sperrnatheca　were　not　significantly
altered　by　pat－10　でRハ1／li）　in　wi叢d－type　（Figure　6Cg）　and
1111c－60（r398）（Figure　6Ch）．　Immunostaining　of　PAT。10　TNC
in　the　go ads　showed　that　the　pat一ヱ0でRNAt）treatment　re－
d ed　the　PAT－10　protein　in！lllc－60（r398）as　weII　as　in
wild－type（our　unpublished　data）．　Time－1apse　recording　of
the　o、Mlation　pr㏄ess　in　the　pat－10でRNAi）－treated　1’πc－60
（ 398）worms　demonstrated　that　co市action　of　the　proximal
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gonad　was　s田l　weak，　but　the　spermatheca　was　able　to　dilate
and　allowed　the　oocyte　to　be　expelled　into　the　uterus（Figure
7，j－1；Video　8）．　In出e朋c－60（r398）woms，　early　spema出e－
cal　contraction　and　cleavage　of　an　ovulating　oocyte　were　n．ot
observed．　Thus，　ovula髄on　was　successful　in　50％of　the
obsewed　woms（n＝6）（Table　3）．　Nonetheless，由e　low
brood　size　of　the　p4’－10（RNAi♪urlC－60（r398）worms　suggests
that　fertilization　was　often　unsuccessful　or　embryonic　lethal－
ity　occurred．
DISCUSSION
In　this　stUdy，　we　identified　TM　and　TNC　as　essential　regu。
lators　of　coritraction　of　the　myoepithelial　sheath　durir）g．　ovu－
　　　　　　　　　　　　　　ans　reproductive　system．　RNAi　of　CeTMlati・n・in・the・C．　eieg
or　pat一ヱO　TNC　strongly　inhibited　sheath　contraction’、vhich
is　essential　for　expelling　a　mature　oocyte　into　tlle　sper一
matheca　for　fertilization．　Spemathecal　dilaUon　was　strongly
inhibited　by　CeTM　（RNAD　but　only　weakly　by　pa－t一ヱO　（RNA　i）．
This　observation　was　supported　by　immunolocalization，
demonstrating　that　CeTM　localiZed　to　the　act血filament
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，butne㈱rk㎞出e　myoepithelial　sheath　and　spema山㏄a
PAT－10　TNC was　expressed　only　in　the　myoepithelial
sheath．　A　mutation　in　the　ullC－60B　ADF／cofilin　gene　sup－
pressed　ovulation d fects　by　RNAi　of　CeTM　or　pat一ヱ0，　su多一
9・・ting　th・t　ADF／・・filin・i・ant・g・ni・ti・t・TM・nd　TN　m
ovulation．
　　Our　results　show　that　the　nematode　myoepithelial　sheath
is　physiologically　similar　to　striated　muscle　whose　contrac－
tion　is　regulated　by　a　TM－TN　complex．　Smooth　muscles　of
vertebrates　and　most　invertebrates　lack　troponin，　and　their
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　regulated　by　phosphorylation　ofcontraction is gen ra ly
my・・in　light・h・i・・nd／・・Ca2＋ぐ・lm・dulin・egu1・ti・n・f
cald smon，　an　actin－ass㏄iated　protein（Marston，1995；
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　　　　　　　　OvUlation　processes　in　the　u”‘－60B　mu剛after　RNAi㎞a㎞ent．　T㎞e－lapse　observation　of　ovulation　pr（》α…sses　in　the　unc－60Figure　7・
（r398）woms　after　co慮01㎞a㎞ent（a－c；also　see　Video　5），　C8τル∬川RMり（d－f；also　see　Video　6），　CeTM肌1π，IWRMO（g－i；also…；ee　Video
7），or　pat－10（RNハf）（」－1；also　see　Video　8）．　Oocytes（asteriskS）are　shortly　after　maturation（a，　d，＆and　l），　transported　in出e　spematheca（b，
e，h，　and　k），　and　expelled血to　the　uterus（c，　f，　i，　and　1）・Posi恒ons　of　the　sperma廿しeca　are　indicated　by　s。　Bar’20μn・
Wan＆2001）．　However，　no　caldesmon　homolog　is　found㎞
the　C　8’egans　genome　sequence，　and，　currentiy，　no　candi－
dates　for　myos血。1inked　regulators　of　sheath　contrac恒on，
suCh　as　myosin　light　Chain，　calmOdulin，｛md　myosin　light
山ah㎞a舘，　have　been　characte血図．　Rhσkinase　and　my－
osin　phosphatase　also　regulate　smooth　muscEe　contrac憾on血
vertebrates　by　mOdulating　myosin　activity（KureiShi　et　a’．，
1997；Uehata　et　al．，1997；HartShorne　et　al．，1998）and　the辻C．
elegans　orthologues　LET－502　and　MEレ11　are　hwolved　in
ovulaほon（WiSsmann　et　al．，1～籾）．　However，出ey　are　ex－
pr鯉d　in血e　spema臆a　but　not㎞出e　myoepi出ehal
sheath　and　impifcated　in　spermathecal　contraction．．q；！－d　di－
1aほon（Wissmann　et　al．，1～）99）．　Major　sperm　prote血（Mmerεま
al．，2001）and　an　Eph　receptor（Millerεf　al・，2003）are　iden－
tified　as　the　upstream　signals　for　shea出contraction・There－
f（）re，　based　on　the　established　fUnction　of　troponin　as　a　thin
mament－1inked　calcium－switch　for　muscle　contracdon（Gor－
don　et　al．，2000），　it　is　likely　that　intracellular　calcium　is
elevated　by　major　sperm　protein　and　Eph，　which　is　then
detected　by㎞ponin　to　ac恒vate　actomyosin　inte「action°
The　pr㎞a可e∬㏄t　of　RNAi　of　CeTM　o甲α’－10　was　on
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．In　addi目on，　sPe「－contracdon of the myoepithelial　sheath
mathecal　dilation　was　severely　impaired　by　CeTM（RMり
and　pa面any　by　pαt－10でRNAi）．　However，　CeTM　was　ex－
pressed　in　the　spemnatheca，　but　PAT－10　was　not．　Therefore，
出espema出〔rcal　defect血pat・一ヱ0でRN助worms　might　be　a
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．It　is　pr（トsecondary effed of de丘ective　shea吐1　contrac価on
posed　thaUhe　my㏄pithelial　sheath　pulls　dilating　sper－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．G←　　　　　　　　　　　 　．，1997）matheca and facilitates　dila恒on（McCarter　et　al
neほc　s㎞dies　show　M　spema瞭al　diladon　is　media㎏d　by
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，1998；Buian inositol tndphosphate pathway（Clandinin　et　a’．
and　Stember9，2002），　sugge｝sting　streng1y　that　cakium　is　the
sec nd　messenger．　Nonetheless，　absence　of　tropor睦n　in　the
sp rma出eca　sugges憶出at　spema出ecal　dila目on　is　regu－
lated　by　a　different　me（inanism　from　sheath　contrac．ti　on．　As
briefly ent oned　abOve，　Rhtrknase　and　myosin　phospha－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．，1999），tase regulate spermathecal activity（WiSsmann　et　al
but　the　func丘onal　relations1廿p　between　calcium　and　the
Rhぴknas －myosin　phosphatase　pa出way　iS　not　mder－
stood．
　　The　myoepithelial　sheath　after　RNAi　of　CeTM　or　pat一ヱO
did　not　lil2 ni　to　constrict　the　enclosed　endomitOtic　oocytes，
suggesting　that　the　sheath　cellS　are　relaxe．d．　However，　if　the
㎞c憾on　of　the　TM－TN　complex　iS　to　inhibit　the　actomyqsin
㎞terac“on　when　the　Ca2＋concentrations　are　low，　pertUrba－
tion　of　TM　or　TN　iS　expected　to　cause　hyp嘘rcontrac偵on・
Therefore，　it　is　possible　that　the　activity　of　myosin　is　regu－
　　 　　　　asepar te　mechanism，　which　may　prevent　hyper－1ated by
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．lndeed，contra tion whe the　TM。TN syst m　is　tnhibited
bi（xChemical　studies　on　isolated　C．　elegans　myosin　artd　actin
demonstrated吐ha 　C．　elega，ls　has　both　ac㎞一and　myosin－
　　　　　　　　　　　　　　　systems　for　the　actomyoSin　activl’ty（Har－linked　r gulatoワ
ris　8’41．，1977）．　Regulatory　myosin　light（ihains　often　play
cri価cal　roles　in　the　regulation　of　myos血acほvity，　although
the　regUlatory　meChaniSms　are　various．　In　addi髄on　to　the
phosphoregulation　of　myosin　light　dlain　in　vertebrate
smooth　muscle，　moHuscan　regulatory　myos壼n　light　Chains
directly　binds　to　Ca2＋　and　activate　the．　m．yosip　rpotor　activ－
ity　（reviewed　血　SzentGy6rgyi，1996）・In　C・elegans’two
regulatory　nght　dha㎞genes，　mlc一ヱand”11‘－2’are　expressed
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．，1998），but　their　b董o－in body wall　muscle（Rushfbrth　e 　al
　　　　　　　　　mperties　and　expression　in　the　myoepithelialchemical　P
shea廿t　are　not　understood．　Altematively，　the　possibility　that
TNC　dire tly　regUlat s　myosin　activity　is　not　excluded　be一
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　　cause　TNC　is　homologous　to　myosin星ight　Chains　and　cal一
　　皿odul㎞that　are㎞own　to　regulate　myo8in　ac廿vi取．
　　　Amu奮ation　in出e　lttl‘－60B　ADF／cofilin　gene　su　　　　　　　　　　　　　 　　　　　 　　　　　　　　　　　 　　　　　ppressed
　　the　ovulation　defects　by　RNAi　of　CeTM　or　pnt－10．　Our
　　pheno甥pic　ana互ysis　suggest3　that　this　supPres5重on　i8　due　to
　　伽・旺・nin　the　5perma出ecal　act三vity　in　the　unc－60B・mutant，
　　’lhis　is　consistent　with。皿r　previ。us　i皿mun。1。caliZati。n。f
　　the　UNC－60B　prote㎞tn　the　sp已㎜atheca　but　not　in　the
　　myoepi由e置ial　sheath（Ono　et　al．．　2003）、　We　previously　dem－
　　on5trated　tha口ropomyosin　is　antagonistic　to　UNG60B－
　　dependent　act血丘lament　dynamics　in　body　waH　muscle
　　（Ono　and　Ono’2002）・SilniIar　antagonistic　meCh　anism　in　t｝しe
　　spermatheca　may　exp旦ain　why　the　ovulation　defects　of
CeTM　（RNAi）worms　are　supPressed　by　the　i‘n‘－60B　muta一
　　匠on，　However，　our　observation出at　shea出contraction　of
　　αTMでRNAr）worms　was　par師ally　restored血the　1〃1‘－60B
　　mutant　suggests廿iat　UNC－60B蛤expres5ed　in出e　myoepi－
　　theHai　shea出at　low　IevelS　and丘1nctions　as　a　regUlator　of
　　ac血orga並at三〇n．　　　　　　　　　　　　　　In　contrast，　partial　supPrεss三〇n　of　the
　ovulation　defect　of　pat一ヱ0でRN7AD　worms　by　the雄c－60B
　mutation　iS　probably　due　to　er由anced　spetmatheca　l　dila　Hon
　in　the　unc－60B　mutants．　PAT－10　and　UNC－60B　are　not　en．
　riChed　in　the　same　cells　in　the　gonad，　and　contraction　of　the
　myoep曲elial　sheath　was　not　restored　in　the　l‘擢‘－60B　mu－
　tantS・Also’　the　paralyzed　phenotype　of　戸ロト10　でRNA　i）
worms　was　not　suppressed　by　tihe　u　nc－60B　mutation（Flgu肥
　6h），　suggesting　diStinct　ro】es　of　PAT－10　and　UNC－60B　in
　muscle　contraction　and　ac血Mam直nt　dynamics、　respec－
　tiΨely・
　　　It　was　somewhat　surpr三sing　that　RNAi　of　CeTM　caused
　aberrant　cytokinesi［s㎞吐ヒe　endo血tot三c　oocy蓄es，　because　TM
iS　egsential　for　cytoknesiS　in　fission　yeast（Baiasubrairtaniart
　et　ai．，　1992）．　Our　RNA三tre＆㎞ent　did　not　comp1Ωtely　e血㎡一
　naヒe出e　Ce「nM　prott｝in．　Therefore，　residua星Ce］M　might　be
轍ient　t。　supPort　cytokinesiS・Nternatively，　an　undharac－
　terセed　Ce’ITM　isofotm（s）might　be　expressed　i皿the　oocytes．
　The　CeTM　gene’tlttY－1／7ev－11，　undergoes　alternative　sp賦chg
　to　produce　muEtiple　iSoforms　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Q（agawa庶1・，1995｝　Anyar血i
　et　al．，2001）．　However，　a　nonmu3cle　iso丘｝rm　of　CeTM　has　not
　been　identified．　Our　anti－CeTM　an目bodアweakly　stains　early
　embI70s，　but　CeTM　（RNAt）　did　not　affect　embryonic　cytoki－
　nesis（our　unpubli5hed　daね）．　In　vertebrates．＞40　TM蛉o－
　forms　are　produced　and　play　distinct　ro1Es　in　different　cel幽
’　lu且ar　evEnt5　　（Gunning　　et　al．，　ユ998）．　Therefbre，　an
　uncharacterセed　CeTM　isofbrm（5）might　not　be　suppressed
　by　our　RNAi　constructs　and　supPort　cyto㎞esis　hl　the　en－
　domitotic　oocytes．
　　　Although　the　rnedhanisms　of　ovulation－fe「rniZation　a「e
　va「10us　among　d田rerent　metazoart　sp¢cie5，　C．　elegatts蛤an
attractive　m。del　t。　stUdy　commurtication　betWeen　s。matic
＆opad　and　germ　ce　　　　　　　 　　　　 　　lls．　in　this　study，　we　identi丘ed　TM　and
TIN　as　ess・nH・1・egul・t・rs・f・yt。・k・1・t・1　activity　in　th・
　soma睦c　gonad・Fuτther　genetic　and　ce［1　biologica置stiユdies　on
thiS・y・t・m・h。uld・eveal　h・w・p・m・nd・　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　ocytes　i fiuence
ac雌・ity。f　th・・TM－TN－a・t血・y・tem。f出e　s。m・廿・g。・・d
醜臨豊19°nada’a・鵬・ff・・臆yt－・加・at’・－d
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“Ca　enorh　a　bditis　e　legans　kettin，　a　l　arge　immunoglobulin－
like　repeat　protein，　binds　to　filamentous　actin　and　provides
mechanical　stability　to　the　contractile　apparatuses　in　body
wall　muscle．，，
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伽o伽b伽8ゆsKe㎞，　a　Large　lmmunoglobulin－1ike
　　　peat　Protein，　　　　　 　　　　　　　　　　　　　　Billds　to　Filamentous　Actin　and　ProvidesRe
齢課a撒誰血eC°曲c田eApP　血ses
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K・t藤ni・・1㎎…憧n－binding　Pmtd副th・imm皿・91・b皿i皿一Hk・｛Ig｝艶P曲，　w舳i、。、s。d。t。d　wi出翻hin、diam。n量、
㎞蜘P。曲u・d・s・H・・馬w鯉P・雌id・n目舳d・皿and・fun・ti・皿al・ch・・ad。rizati。n。f　ket伽in出。　ne皿。t。d。　C。。。。．
MTRODUCTION
in　mu・d・。・kS’th・・a・th　cyt・）sk・1・bn蛤hi訓y雌㎜由ted・to
forTn｛he　myofibrilS日㎞t　a祀脚alセεd　fbr　produdng　contrac一
田eforoes』1　addition　to　ac㎞and　myosin　as　the　essen巨al
。・ntTa（rtile。。mp・ne鵬㎎ulat・・y。・mpOnentS　for出e。・n－
t・a・til・　actiVity　…　integ・ated　into出e　s㎞・糠向血2，ユOP7）．
Despite　the　facヒtha吐m且ny　rnyofibrillar　componentS　have　been
iden断ed’little　is　kmwn　about　how廿1ese　components　fUnc一
匠・naily　interact　t・assembl・and　m血ね㎞舳mア・fib・il・・in
Hving　ce］臨（L三tHefield　and　Fowユer、1998∫　G肥gorio　and　Anth，
2000；Clarkεt　al・，2002）・In　particular，　the　assembly　proeess　of
ac価n丘lamentS…is　complex．　Du血9　development，　actin－mon｛｝－
p．er　bhlding　proteins，　inCluding　profi血n，　and　actin　depolyme卜
「zmg　faCtor／co丘㎞regu1且竜e　ac髄n丘㎞ent　dynamics（Obirtata．
1093；　Obirtata　et　ntリユ997；　Cino，2003a，b）．　HoweΨer，　in　matUre
：1°艶躍臨翻器轟置鷲認鷺
pomyosi皿andα一act㎞駈，　and　end〈apPi皿9　proteins，　sudh　as
QpZ・mdゆ。繭u血，　bec・m・出・m司・…血一繍細
聯糖鑑臨轟謂。拙艘鵡融論
on　Apr　il　5，2006．
回・h…血・ve・si・n。f舳副d，、。。t。ins、upP1㎝醐皿・曲l
a醐召CO・’f…｛hゆ・〃www．m・1bi。1・eH．・・g＞
轟撫総贈課君f錨鵬皇・d・・忙舳・・’・f
Ad血敬。卿。・d㎝・e　tαSh。i曲・伽（・・n・＠・m・岬・）．
鱈糠畿癬諾盤5－一・脚一
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pr・teins・　H・w〔・ver，・the・kSt。f　ac血bin〔lin9　proteins　in　muscle
蛤st迅1　gr〔｝w血g　and　ce皿ular　fUnCtions　of　many　of吐lese　protei皿s
are員ot　dearly　unders㎞．
　　Kettin　iS　a　large　protei皿of　500－700　kDa　fbund　i皿the
Z－diSos　and　the　1－bands　of　anhropod　muscles（Bullard　et　al．，
2000，Bu11ard　et　al．　2002，2006）．　Ke出n　di肥ctly　blnds　to　ac舳n
田邑ments　wi出high－afi　hnity（Lakey　et　al．，ユ993；　Maki　et　a’．，
ユ995∫van　Straaten　et　a’・，ユ999）．　Proteo1y匠c　relnoval　of　kettin
by　calpa血from　the　Z－discs　causes　d蛤㎞tegration　of仕旧
Zd養…cs（Lakeyεt　al．，1993）a皿d　decrease量n　st血ess　of出e
myo丘brils（Kulke　et　al．，2001b）．　Ke㎞is　one　of　the　fir5t
pr。teins　t・c・1。caliZe　With　actin　during　the　early　stages・f
myo丘briilogenesiS（Ayme－Southgate　et　al．．2004），　and　ge－
netic　analysi5　has　shown　thaセit蛤es5en雌al　fbr　myo丘br且
assemblアin　the㎞t　fly（Hakeda　Cf　al．，2000）．　The　sequence　of
ket睦n　contaim旧35　immunoglobu正n－1．ilくeσ9）repeaセs　sqparated
by　sh。貢li曲隅u㎝c窃但akeda　Ct　al．，2000，　K。㎞瞭副．、
2㎜）and囲a面舳e　oom曲／d血㎞Hy　of脚t　e1敏
proIe血s（Mhruyama，1997；Gauteh虻al・，1999∫Gregorio　etロ’．，
1999；Maruyama　and　I（imura．2000∫Granzier　et　al．，2002）．
However，　kettin　does　not　have　fibronectin－like，　elastic
PEVK’or　kinase　domains，　and　seems　to　be　a　urtiquely
evolved　member　of　the　connectin／titin　family　of　prote㎞5．
㎞portantlア，　recent　molecular　genetic　stt」dies　hav∈shown
that　kettin　is　a　splice　variant　of　connectirt／舳i　in　Droso戸hila
（Machado　and　A皿drew，2000，　Zha皿g　et　al，，2000）and　cray丘sh
（FukUzawa　et　al．，2001）．　Therefo爬，　the　previously　reported
phenotype　of吐le　Dアosoph訂a　kettin　mutarttS（Hakeda　et躍1．，
2000）may　be　parUアdue　to　a　defect　i皿毫he　D－ti吐血gene．
　　Based　on　sequence　homo王ogy，　a　gene　coding　for　a　kettin－
like　protei1　has　been　found血the　nematodeα｛morltabditis
elegans（Hakeda　8如1．，2000；　Kolmerer　et　alリ2000｝．　Transcdpts
of血is　gene　are　expressed　in　various　muscle　ceHs．　and　a
◎2006　by　The　American　SeCiety　fer　Cell　Biology
c・　elegans　Kettin
T・bld・FiXati°n　meth。dS・nd・・tib。di…f。・immun。月・。・e・・㎝t蜘i・g
Tissue Protein FiXatiennPrirm旧弓7　antibodie3S condaπy　a皿tibodie5b
Primary
amtibOdiesZ n。n－lgGhac
Body　waU
　musCle
Ovary
E皿bryo
AcHn　Ce－ke曲i　MyoA
Achn　Gトke㎞
　　Vinculin
Ac血Ce－k已匠ロn
　Trop・myo血
A〔tin　Ce－kettin
　Vinculin
Ad巨n　Ce－ket±in
　Tropomyosin
Ac仕n　Ce－kett血
A
A
B
A
B
A
Rabbit　anti－actin（AANOI｝，
　mouse　anti－MyoA（5－6）
Rabbit　an哲一actin（AANO1），
　mouse　anti－tnCUlin
　（MH24｝
Guinea　pig　anh｛eτM【、
　mouse・anti・ac吐睦（Cの
Rabbit　an憾一actin｛AANOI），
　Inouse　a皿ti－vilcU　li1
　（MH24｝
Rabbi吐anti畠ac丘n（AANO1）
　圃〔44’guinea　pig
　anti｛eTM
Rabbit　anti－ac吐n（AANO1）
　MH44
Cy3－DAR、　A647－GAM
Cy3－DAR，　A647－GAM
Cy3－DAM，　A48SトGAG
Cy3－DAR．　A647－GAM
Cy3－DAR，　A647LGAM，
　A488・GAG
Cy3－DAR．　A488－GAM
MH44
MH44
MH44
MH44
NA
N
A488
A488
A647
A488
NA
NA
NA，　no奮applicable．
‘Z・n。n　「Uex・F1・。・m・use・lgG2・］・beling…9・ntS．　A娚湘…488・1・beled，・A647，・Alexa647・1。b。1，d．
　　monoclonal　antibody（mAb）againts【insect　kettin　reacts　with
　　出edense　bodies　in　obliquely　striated　body　wall　musde
　　（K。lmerer・et・a’，，2000），　w　　　　　　　　　　　　　　　　　　　hich㎏eguivalent　to吐［e　Z－h血es血
　cross－stria量ed　musde．1｛owever，　the　product　of　the〔：．　elegn”5
kOttin－lk・g・n・has　n。t　t㎜以㎞・童vely・雛di・d・t山・p・。tein
　leve1．　ln　this　stUdy，　WE　show　　　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　吐旧Lt　t e　antigen　of］MH44，0ne　of
朧留慧無欝，繍額．謝亀旙銭
unlik・arth・・p・ds’出・C・1・g・n・・k・tti・・　gen・is血d・邸d・nt・f
贈監蹴翻。灘轟艦Ci艦濫器
．i騨謙轟翻臨講齪繋灘
MATERIALS　AND　METHODS
Ne，nat・de　Stra’π5
G由etics・Center｛M㎞呵魅，　MN）．　An。一。翻。　m嘲t，崩一1f，を鋤w、，
蹴懸藻羅瀞謙9繋舗盟
1，伽・・ρ吻f姻・…d・Micr・segtten・‘・8
V・Ll7」岨。2006
e・a・・cis　a・d　W・te・sto叫19…妬｝ip・・Vided　by　P・md・H・ppe，　w田te…MiChi．
gan　University，　1（alama200，　M1｝in　asdte5恥id，　and　incubated　on　ice　for　2　h．
The叫30μI　of　protein（｝agaro5e　bead5（Pjeree（lh∈micaしRockford，　IL）山日t
had　been　washed　with　PBS、vas　added　arLd　incubated　for　90　m血at　4°（：wi出
9・ntle　miXi・g・　The　be・d・w・祀㎜・eTed・by・bri・f・cerit・ifUg・ti・n・t　SOOO・×9
and　washed廿tre（∋times・with・1・ml・a由。f　PB3・・ntain血905％Trit。・X－100
and　twice　w丑h　l　ml　ea由of　PES・丁he　bound　pτo㎞…were　dロted　with　50　Pt
。f　S［Sly・iS　buffet』（2％SDS’8。　mM・TdeHα，5％β・m・畑pt・ethan・1．15％
giyo巳ro1，　and　O．05％bro皿ophenol　b塵ue，　pH　6．8）at　9ア℃for　2　min．
　　騒ri㎜㎜・P・edpitat…We肥肥・・】・団by舳㎝d。d剛・ulf・te－P・1y・・一
喫・m・d・9・1，e．　lectropb。・曲（S［）S・PAGE）飢d副囲by曲e・staining
（Flgure　l）or　Coomassie　blue　staining正orロ廿cnロsequencin9．　The　6〔卜一to　62－kD訊
band5　we陀exd5εd　bgether　from　th∈gel　and　submitted　to　ProtTech
e・i曲wV血・ge’PAエf。・id飢雌厳・flti・n。f・th・pr・tein　f・U・w㎞呂th・i・・stan－
ga・d・P・veedu・e・E「i・fly’the　pretein　in　th・gel　piec・w雌dig硲團幅出卿・in
1皿50　mM　amrnenium　bica由ervate　at　pH　8．5，　and　the　peptides　were　extfヨitted
by　3「5　volume50f　acetartitr皿e，　dri¢d，　and　d㎞！ved　in　O5％acetic　add．　Thε
pξptides　wer曾analyzεd　bアHquid　Chromatogτaphy　coロpled　with　tandem
mass　speCtr・metry（LGMS／MS）・The・MS／MS　data　were　subjected　tO　h。md一
灘瀧a野亡㎞P曲dat轟ba肥㎝d㎜副y調脚f・・出・q岨’ity
‘D醐α・痂8姐Sβ卯㎝‘f”9
Total　C　e’咽ロπ5　RNA　was　p肥pa爬d　Irom　N2　u5h1呂日TRI　reagent（Sigma－
Aldridh，　St．　LOuis，　MO），　FragntentS（1－2　kb）of出e　C←ke曲1　cDNA　wヒ肥
amp1丑ied　with　reverse　transcriptase｛R丁｝・P⊂R　usi且呂aSuperScript田one－
st叩即LPCR　wi出Platinum　Taq　DNA　poJymerese｛lnVitrogen，　Car15bad，（込）
wi吐竃primers　h3t臼d血SupPI已m巴nta「rable　1．　Nem磁ode　mRNA50ften　h嵐Ψe
出eSLI㎞一spliced　lead日r　seq山㎝cεat　their　5「ends，　Th｛ヨrefere，出e　5’end　of
廿Le　Ce－ke出皿mRNA　wa5　amph」旺Ed　by　P（：R　u5illg　SLI　as　a　forward　p】rimer
｛Fr－1　in　Supplemental　Table　1）．They　wer｛聖cloned　into　a　pCR－ll　pIasmid　vectOr
using　a　TOPO・TA　clening　kit（inVitmgEn｝，　and吐te…稗】ences　were　deter－
mined　by　DNA　seqllenCing．　The　sequen〔囎s　we祀manua皿y　assembled　into　a
contiguous　fu11・！㎝g出cDNA　sequ豊ne已．
Fl凹・rescence・Micr・SC・py
Fer　immunofluorescent　5taining　of　adult　body、ΨaI正rnuscle　in　FigUre　3、　adult
woTMS　were　cu量in　halves　near　the、rUlva　by　needIes　on　poly－lysine－coa㎏d
slides　and　pemieabilized　by　a丘eezeくrack　methed｛Epstein　et　ai．，1993）．　Th臼
呂onads　we肥d童s3¢cted　by　cuttin呂adult　h師maphrodtites　at　the　level　of　phar－
ymくon　po！y”1y5ine一亡oated　slides　a5　dI細b｛ヨd　preViously（Rα肥etロ’．，1997）．
WoTm　embryes　w帥臼　ebtaj．　ned　by　cutting　graVid　adUltS　on　poly－lysinecoated
51id｛箪and　perm巴abiHzod　by　a蝕εze灯adくmethod．These　．samples　were　fixod
by　a且op値mal　method　and　stained　with　antibodies　as　li5hヨd　in　Table　1．
Immunefluoresc）en量staining　of轟dull　body　w轟ll　musCl巳in　F喀ure　8　wa5
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KOn。　et・al・
離翻・濃・濫糊膿5曹撫τ謙盈鵠　器盤
麟鵯㌔階鵬臨離誼溜膿畿謙
韻恒b。d五es（「・b！・1＞We鋤・・cceeded・in・differentia町lab・1i・9・tw・m眠
羅韓翻灘§蒲鹸螺羅糎
無綿識灘器溜訓鵬舗轟呑灘畿驚
認端膿翻蠣蹴d潔医器蕊8鵬盤：舗窯
卸drε・cted　w員出MH“・n叫M脳wお廊岨1囮by　Z㎝・醐ex。　F】。。，
mou5｛｝lgG2a　IabeHn呂reagents（1皿vi　tregen）fr日ble　1），
G・畑pig・anti’廿。P。my。・㎞｛C・τM）副1・dy　w・s　d・・c・ib・d　P圃。塒1y
｛伽and　On。’2002）・1tabbit　P。1yd。na1　ImH一昌・血antibOdy（AANO1）wa，
P皿d眠d肋mCyt醐⑳皿（Denv・t・，・CO｝．　M。u5e　m。皿bnal　an曲chn
卸匠b・dγ（α）w・5P田d劇㎞m　MP　Bi・m繭・識15（㎞㎞¢，　Ca｝．　M。use
瓜。…1・・』痴一my。A副㎞y（d・ne％｝｛M疑1町幽1．，1983）w・s　p圃d・虹
by　H㎝ワEpstein（UniΨe路iウof　Tεxas　Medical　Bran〔血at　Galveston，
GalvestOn’TX）・Mouse　monoClonal　anti－Vincu1血an百body（MH24）and　mou甜
m。md皿・1・nゼー・－a価・antib。dy｛MH如）（Fπmd・and　WaIe・st・n，1985）
w凸provided　by　Pamda　Hoppe．
thmples　w…vi已剛by叩ifi・1・・齪n・e・using・Nik。n比皇ip・・　TE2000
湘ted　mi－P・wi出・CO。r　60x㎝P1皿F畳・。mbl曲・」rn・g・s、w・陀
・・p囲by　a　SPOT　RT　m。・。d恥m・Ch・・ge－・。・pl・d　d・舳・㎜・職（D五・g’
…直c　1・・t・um・nts・　Ste・1ing・H・ights’Mり・・d　pm。・蜘by曲恥b㎞・9i・・9
・・伽齪（Scanal）di・s・R劇q　MD）and・AdObe　Ph。舳卯6．0（Ad。b・…油鵬，
Mo皿㎞View，ひ）L
Preparation　of　Reco，”b’”ant　Ce－Kettゴ”Fra87nen　ts
T°°°nst「uct・an　expressi。・Ψed。・f。・KETN｛T1’・cDNA㎞gm㎝t㎝・。d旭9
residues　383噛O　was　amp髄fi¢d　by　PCR　usi皿呂printers　5’－GA’1℃GGATG
⊆CAAG〔：1〈　CACCGA（MLATCI℃CC　and　5’－GATCGGTAC〈：CrAGCGA（：「－
GAGTGTGAGCrTG吐vat　havE　added　BamHI　and　Kpni　resniction　sites（u皿．
d・・㎞ed）’脚㏄翻y・’lhe　PCR　pr〔Xiuct・w・s　dig・・ted　by　IlamHl・and　Kpnl
and　ligated　w玉量h　pQE－30｛QIAGEN，　Vai¢nda，　CA｝aヒBamH［－Kpnl　doning
sites．　Expression　of　a　6xHis－ta呂ged　pro監由皿血om虻hj5　v臼dor　wa5　no捻ucα塒
飢血・肥fOre・出・・DNA㎞gm㎝t　w酷…測㎞m出・v蜘・by　B・mHl・nd
l盤i昌盟鵜、麟綿毫瀧識i雪毯i寵詫繍慧
was　entu官ly－sequen〔曲。　verify　that　there　were　n・　PCR－h・d岨Xi・mutati。ns．
T・。。・曲・tm即肥ssi。n・曲・飴・KETNor2，肋・DNA㎞gm㎝b
蝉一1鵡d㎝一2　th・阯。・酊lap　by　n　base　P・i…w・re　arnplified　by　RT－P・CR．
Primers　for（コ［2－l　wε㌍5’心GITCCGCGTGGATCCAGACAGACCAA㎝一
GAGACCGGC　and　5’石GGAGATrGT℃GGTGGAG｛皿℃、　Primers　for　CM・2
w町e5’｛AAGCT（：CACCGA⊂AAT⊂皿〔CC　and　5’－TCACGATGAATTCCG
－C「AGCGACrGAGTGTGAGCITG・Fiftee・。r　16・b・se・P・i・s・f・v・・1・pPing
sequences　w…吐l　pGEX－7T　were　des量gned轟t　the　5，　and　3t已ndS　ef　CM－1　and
Cr～・2（underhned），　respectively．　C丁2－1，　CT2－2，　and　pGEX－rr　that　had　been
欝羅繍i鞭羅欝灘y鴫臨囎
．T。。・il・tr・Ct・an　expressi。・・曲面・KErNCT3，　a・cDNA・fr・gm・nt、en。。d－
m騨id騰3鵬謝1　w雌ampli鮪ed㎞m　pGEX－KIM・」｛rr2・by　I℃R　uεin呂
　　　　　5’－GGTrCCGCGTGGATCCAGACAGACCAAGT工℃AGACCGG（：pnmers姐d5’鎚ACGATG八瓶C㎝MG〔㎜㎝AGAπGCCCGA冗㎜．fifteen。・16　b齪P・i・s・f。・e・1・pP血9騨㎝帽with　pGEX・ZT　w・肥・dded
qu巳noed　to　veriCy出a量there　we祀no　PCR－induc已d　rnutatians，
　KEn寸｛T1，　KETNくM，　and　KETNくコ「3　we祀exp㎜d並」泣’rげπたitia‘o’f
舗犠灘齢齢幾’器溜潔認e麟器
階鵬盟翻撫畿6淵際灘！器きP耀繍冨
罫）om　tenlperatUre．　and　protein　expression　was血dロc直d　by　adding　O、l　mM
isop「opylβ一D一廿盛o呂a且actcrPyTanoside　for　3　h　at　mom　t巳mp｛⊇ratUre．　The　a』IS
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Acti”E’纏㎎舳躍9
罐黙雛灘驚灘羅灘舗署聾
ユ゜OS）with　m〔）dificati。【tS・Ggr－KE】N｛丁1，　G…rr・・K・EI’N－c　r2，。r　G…rr，KErN－
Cr3（all　O・3GμMO　wa5　incuba魅ed　with　or　witho“t　5μM　F－ac出l　in　a　bロffer
Qon旨㎞g　O．1　M　KC1，2πぼM　MgC1ヵ1mM　di吐tio血【eltol，　and　20皿M　HEr，ES一
灘欝騰羅難，欝罷羅蓑羅
s㎞面舳c。・職i・b・田i・・tbl・・R－250｛N・目・nal　Diagn・・ti・・，・Ati。。ta、
FA）’㎜副by・UMAX　P。w・・】。。畑sca皿・mt㎜dpi，　a・・d・th。・b。nd
mt・n・ity　was　q・anヒ稠by　Sd。・lm・呂e・B・t・4．e2（Sd。n，　F曲畝MDI．　T。
qua皿晦山・・m。unts・正th・ke！血f・・騨鴫曲t加md量。・ctin，・th。・am。。nts
・fn・嘩面・・e出m曲ti。n。f馳k・曲丘・…ments　we・。　d。te匝血，d・fr。m
control　e）cperimentS　wi匙hout　F－ac口皿and則btraCted肋団吐he　dat轟of出e
assay＄wj【h　a曲L
RM　I躍師躍那8帥㎝’ments
誌瓢謙罵謁朧鑑朧も懸蹴鵬琶
無灘騰d面鴇躍鵬b臨認・轟識
2003）・⊂・珈1明㎞㎜bw㎝画。nned　with　the　E．　co”s曲Hn15（D臼｝
出at　w証｝transfbnmed　wi廿1　an　eMPり・RNAi　vector　L4440σ㎞〔ms　arLd　Fi1「e，
1鵠瞭灘翻膿麟臨鴇瀦・tln
dε㎞b・dpτ㎝・us旦y｛On。，2DO1，，　F・r・teir・ntiseleヒreatm｛塒w。ms・were・har－
ve5面by　Mg　bu伍er，　wa由ed㎝㌍wi出M9　bu旋r，　and㎞cuba煙d血10　ml　Mg
b曲輔出。・with・ut・O・Ole！・　tet・amis。1巳脚Bi㎝曲曲）fO・エhat㎜m
㎞P蜘肥。n　a曲㎞r．恥de㎞e　b㎜i伽，　M　RNAi一㎞蜘Wo㎜w町e
酌囲・t出崩㎞母 tage・in血出・id・ai・pl・tes，・nd出・n曲。f　p・・geny
w囲ooun㎏d　by㎜「㎜9曲P㎎Eny翫om舳Pla幡m田出e・worrns・ce眠｝
Pi　Dducing　progeny．
Pm鋤E’ε‘tr・ph・resis・and・Western・B’・t
鞠ad皿ヒw。鵬w・副図血20坦。f　SDS－1ysis　buffer（2％S［rs，　80・mh
Tris－H（］，5％β一me【℃apbe出anol，　15％gly〔ero置，　and　O．05％b正omophenol　blue，
pH　6．8），　h田忙edヨt　97qC　for　2　min，　homogenセed　by　bri已f　50nication，　a皿d
h甲t・d・gn・t・97ec　f。・2血皿・samples　w・肥祀s・1・ed・by・SDS－PAGE
us．m呂a40r　5％a肛yla皿ide　gel　and　transferred　ento　a　polアvi皿ylidene　diflu－
。nd・m・mi）ran・（㎞。bil・n－P；M皿lip鳴BMerie・，　MA）usi・g・G臼ni・Bl・tter
（ldea　SCientific，　Mirmeapo］［b，　MN）．　Tl：e　metnbrane　was　bloc｝ced　in　501o　ncEnfat
milk　in　PBS㎜㎞㎞90．1％T加㎝20　fbr　30　min　and㎞固with　MH製
〔11200剛u匿｛「i　a・・ites　fl面d）fO・1hf・U。w・掴by㎞㎞㎝踊出P・・vXidase一
胎囲騨皿丘一m。use　lgG｛Pierte〔㎞劇）．皿把㎜曲ity　was　detect・・1　Wi出
aSup田Sign且1　dlem重1um血㎜t㌍rEa呂臼lt（PiErα∋（］veロ廿〔釦｝。皿ie　membrane　was
treated　with・buffer・。n㎞i㎎筋S［渇，100　mM恥曲P囲㎜。1，　arui・6a5
mM　Tris・Ha．　pH　6．8，　at　50eC　fer　30　rnin　t。㎜。噛卿m協，　and　reprobed
With　mouse　monoClorva1　anti－myoA　antibody（5」6）a5　a　loading　oα面ol．
RESULTS
Identification　of　the　Antigen　for　the　M・躍・d・nal・Antib吻
MH“窟3　C・elegans　Kettt’n
Francis　and　Waters毛on（1985）generated　the　rnAb　MH44　and
reported　that　itS　antigen　was　a　400－　to　440－kDa　protein　and
localized　to　the　I－bands　in　C．　elegnns　body　wall　muscle．　We
conf ned　by　Western　blot　th証MH44　spec雌cally　reacted
wi出this　high－m・lecular－weight　pr。tein　with　ve・y　weak
reac駈Ψity　wi出smaller　proteins　that　could　b已proteolydc
product80r　unkno㎜spHce　varian語of　the　major　band（C）no
et　nl．，2006）．　A1出ough　MH44　has　been　used　as　a皿arker　for
the　I－bands，　Ule⊃｝IH44　a皿瓢gen　had　noヒbeen　molecular1ア
identified．　To　determine　the　moleculaτr旧hlre　of　the　MH44
antigen，　we　iSolated　this　protein　f亡om吐he　crude吐fin　fi］ament
fraction　bアimlnunop照ゴpitation（Figure　1）．夏n　tttrk！e　ind∈rpen－
d已nt　experirnents，　no　high－molecular－weighヒpr｛）teins　of　40σ一
440kDa　wer已！rercovered．㎞5tead，　two　60－t｛〕62－kl）a　proteins
were　reprOduCibly　piecipitated　by　MH44（Figしreユ，1…me　1）．　We
detem血ed　par匠al　pepUde　sequence　of出ese　proteins　by　L（ン
醗3／硲analys語and　identi丘εd　27　tryp巨c　pep丘des（Supple－
mental　Table　2｝thiat　corTesponded　to　the　sequence　of　a　putative
Cetega鵬prote血F54E2・3（（油Bank／European　Molecu韮ar　Bi－
ology　Labora吐ory［EMBL】／DNA　Data　Ban王（of　Japan［DDE珊
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　　　　　　　　ImmunopreCipitati・n・f　the　MH44　antigen・lmmunopre－Figure 1・
Cipitates　with　MH44（lane　1）and　control　preCipi吐a吐es　in　the　absence
of　MH44（lane　2）were　analyzed　by　SDS－PAGE（5％acrylamide　ge1）
and　si監ver　staining．　There　were　no　speCific　bands　around　40（｝500
kDa，　Ins吐ead，　two　bands　of　60－62　kDa（arrows）were　detected　in　the
preCipitates　with　MH44．　These　bands　were　subjected吐o　micro鐙
quencing．　MolecUlar　mass　markers　in　ki10daltons（1ane　M）are　m－
dica吐ed　on　the　left　of　the　ge1・
accession　no．　AAC78200）with　a　predicted　M，　of　500　K，　sug－
gesting　that　the　isolated　proteins　were　proteolytic丘agments　of
this　large　protein・　　　　　　　　　　．
　Two　previous　studies　have　reported　that　F54E2．31is弓n
or出010gue　of　Drosophila　kettin’alar8e　Ig－repeat　protem　m
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．，2000；　’Kolmerer　et　al．，2㎜）．striated　muscle（Hakeda　et　al
However，　its　gene　products　have　been　deduced丘om　com－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　partialonlyputer－predidヒed exon－intron structures　and
cDNA　sequences　near　the　3’end　of　the　gene　have　been
　　　　　　　　　　　　eExpressed　Sequence　Tag　Prqiect・Therefore’analyzed by　th
we　determined　the　fUll－leng出cDNA…requence（13．6　kb）of
the　F54E2．3　gene　prOduct丘om　eight　co面guous　cDNA　frag－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　found　that　th蛤genements（Supplemental　Table　l）and
㎞deed　encodes　a　kett血一1ike　protein　that　consists　of　4250
amino　acids　with　ca豆culated　molecular　weight　of　471，704
（GenBank／EMBL／DDB∫accession　no．　AY819766）．
　　Ce－kettin　is　composed　of　311g－repeatS（Figure　2，　gray
region）and　a　unique　kettin－specific　sequence　that　is　located
between　the　27th　and　28th　repeatS（Figure　2）．　An　the　Ig－
repeaヒs　have　been　accurately　pτedicted　by　Ko㎞ererεfπ1．
　　　　　，and　they　are　separated　by　weakly　conserved　linker（2㎜）
sequences．　Previous　genome－wide　analyses　of　Ig－repea　t　pr（γ
teins　in　C．　elegans　did　not　annotate　the　Ce－kettin　gene　cor－
rectly（Tei（hmann　and　Chothia，2000；Vogel　et　al．，2003）due
to　lack　of　information　on　the　cDNA　sequence．　in　addition，
廿直sgene　has　been　predicted　to　generate　a　protein　with　a
prion－1ike－Q／N－rich（pQN）domain　at　the　N　tem血us　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．，2005）andd㏄ignated as pgπ一43 in出e WomBase（Chen　et　al
the　sequence　database（GenBank／EMBL／DDBJ　accession
no．　NP＿503758）．　However，　our　cDNA　sequence　d㏄s　not
contain　the　pQN　sequence　in　the　open　reading　frame・There－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　esigpation　forfore，　we propose that ketn－1　is　an　 pPropriate　d
the　Cekettirt　gene・
　　We　found　that　MH44　strongly　reacted　with　bacterially
expressed　C－terminal　fragments　of　this　protein’K正n・N－CT1
（residues　3830－4250）and　KETN－Cr2（residues　35544250）
but　not　with　KETN｛T3（residues　3554－3831）on　Westem
blot（Figure　2），　indicat㎞g　that　the　epitope　of　MH44　is
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　support　ofpresent within the four C－teminal　Ig－repeatS・In
these　data，　the　tryptic　peptides　of　the　MH44　precipitates
correspond　to　the　C－te】minal　region　of　this　sequence（Sup－
plemental　Table　2）．
Loca’ization qf　C －Kettin加酌εT7iin　Fila川！ents　f”
St㎡ated　and　Nonstrt’ated　Muscle
MH44　was　previously　sho㎜to　label　the　entire　I－bands　in
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，1985）．　　　　　　　　 　　　　　　　　We　reex－body　waU　musde（Frartcis　and　Waterston
amined　intracellular　localization　of　Ce－kettin　by　double　or
麟灘認。°鵠艦’黛ぎ舗蹴艦
1－bands（Figure　3）．　Triple　staining　of　body　wall　muscle　for
actin（thin　filaments），　Ce。ket㎞（MH44），　and　myosin　heavy
cha血仙lck丘lamentS）confirmed　that　Cekettin　is　associated
with　the曲丘1aments（Figure　3，　A，　D，　G，　and　I）．　However，
Ce－kettin　10calized　to　a　ladder－like　pa辻em　and　its　1㏄aliza一
匠on　was　limited　to　a　naIτow　region　in　the　middle　of　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　re　3，　compare　D」F　for　Ce－ke出n　withbands　of　actin（Figu
　　　　　　　　　　　　　　riple　staining　f（）r　ac血，　Ce－ke㎞’and　vin－A－Cforac㎞）．　T
culin（dense　bodies）showed　that　Ce－kettin　has　some　overlap
wi出vincu㎞，　but　the　center　o紬e　dense　bodi（is　was　devoid
of　C←kettin（Figure　3，　B，　E，　H，　and　K）．　In　addi蕊on，　compar－
ison　with　the　1㏄ation　of　tropomyosin　showed　that　tropo－
my・・in・1・c・liZ・d　t・出・・ut…egi・n・n　th・曲田・m・ntS
Ig－repeat ked晒n●speCific「egion
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量eins“rith　GST　and　used　in　in　vihio　assays　m
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Figure　3．　LocaliZation　of　C色kettin　in　adult　bOdy　wall　muscle．　AdUlt　bOdy　wall　musCle　was　stained　for　actin（A－C），　C←ket廿n（［）嗣F），　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　een），　and　myoA，　vincu㎞，　ormyoA myosin heavy chah蒐（G）， vinculin（H）， or tropomyosin（1）． Merged　images　of　ac師n（red），　C←kettin（gr
tropomyo6血（blue）are　shown　h竃」－L．　Bar，10μm．
with　minimal　overlap　with　Ce－ket㎞（Figure　3，　C，　F，1，　and
L）．These　results　indicate　that　Ce－kettin　is　associated　with　a
portion　of　the　thin　filaments　near　the　dense　bodies．
　　Our　results　on　the　Ce－kett血localization　dffer　from　the
report　by　Kolmerer　et　al．（2000），　which　demonstraヒed　that　an
antibody　against　insect　kettin　stained　the　dense　bodies・
Therefore，　we　reevaluated　the　specificity　of　the　mAb
MAC155（provided　by　Belinda　Bullard，　EMBL，　Heidelberg，
Germany）against　insect　kettin　that　was　used　in　Kolmerer　et
al．（2㎜）．　By　Western　blot　of　total　C．　elegans　extracts，　we
found　that　MAC155　readed　with　a　200－kDa　protein　but　mt
with　proteins　of　400－500　kDa　that　were　recogrtiZed　by　MH44
（our　unpublished　data）・ThiS　result　suggests　that　1）LへC155
has　other　reactivities　wi　th　an　unknown　component　of　the
dense　bodies　other　than　ke仕in．
　　In　addition，　Cekettin　was　expressed　in　nonstriated　mus－
cles，㎞cluding　the　pharynx，　the　vulva，　and　the　my㏄pithelial
sheath　of　the　proximal　ovary（Figure　4）．　In　particular，　Ce－
kettin　was　associated　with　the　actin丘laments　in　spots　adja。
cent　to　the　dense　bodies（Figure　4，　A－D）㎞the　ovarian
myoepithelial　sheath　tha　t　expresses　the　same　myosin　heavy
Chain　isoform　as　the　body　wall　muscle（Ardizzi　and　Epstein，
1987）and　uses　tropomyosin　and　troponin　for　regulation　of
contraction（Ono　and　Ono，2004）．　Di任6rential　localization　of
tropomyosin　and　Ce－kettin　on　the　actin　filamentS　was　more
clearly　observed　in　this　nonstriated　muscle（Figure　4，　E－H）．
Tropomyos血was　associated　with　the　enhre　length　of　the
actin　filaments（Figure　4G），　whereas　Ce－kettin　l㏄alized　to
spots　that　are　associated　with　the　actin　filamentS（Figure　4F）．
Observa髄on　at　a　higher　magnification　revealed　that　tropo－
myosin　is　not　detected　where　Ce－kettin　is　10cated（Figure　4，
1－L、arrows）．　These　localization　patterns　suggest　that　tropo－
myosin　and　C色kettin　bind　to　actin　in　a　mutuaUy　exclusive
mamer．　　During　development，　expression　of　Ce。kettin　in　body　wall
muscle　Was　detected　as　early　as　the　comma　stage（290　m血
after　the　first　cleavage）（Figure　5A），　and　it　colocalized　with
actin at the　early　stage　of　myofibri1　assembly（Figure　5，　B　and
C）．At　the　twofold　s age（430　min），　in　addition　to　the　expres－
sio 　in　the　body　wall　muscle（Figure　5，　D－F），　strong　expres－
sion　of　C 。kettin　in　the　pharynx　was　detected（Figure　5G）
b f re　 obust　assembly　of　actin　was　initiated（Figure　5，　G－1）．
At　theヒhreefold　stage（520　min），　expression　of　Ce－ket廿n　in
the　body　waU muscle（Pigure　5J－L）and　the　pharynx（Figure
5，M－O）becam 　stronger，　and　its　10calization　to　the　contrac一
髄1e　apparatuses　was more　remarkable．　These　results　indicate
th t　C’“kettin　is　one　of　the　earliest　proteins　to　be　assembled
into the　myofi rilS・
Binding・of　the　C－Te”ninal　Kettt’n－specific　and　lg　Dotnains
to　Fi’arnen　tOUS　Actt’n
We　reasoned　that　an　actin　binding　site　iS　present　in　the　C
teminus　of　C｛＋kedin，　because　a　C－temminal　fragment　of
C←kettin　was　fractionated　in　the　crude　thin　mament　prep－
aration（Figure　1）．　To　test　actin　binding　activity　of　the　Ce－
ke㎞C－terminal　dom ins，　we　purified　bacteriaUy　ex－
pressed　C－term［inal　fragments　of　Ce－kettin　and　exaπ血1ed
their　 bility　to interact、with丘1amentous　actin．　We　prepared
thぼee　Ce－kettin　fragments　as」蝕sion　prote血s　with　GST．
KETN－（コ「1　corresp ds　to　residues　3830－4250　containing
the　four　C－terminal　Ig－repeats（repeats　28。31）・K正ITN－CI2
（res dues　3554－4250）has　the　ke㎞一specific　sequence　with
unknown　funcdon㎞addition　to　Ig。repea　tS　28。31・KETN－
（コ3　（ sidues　3554－3831）has　only　the　ketdn－specific　se－
quence（Figure　2）・
　KETN－｛：T1，　KETN－（：　，and　KETN－（：T3　bound　to　F。actin
with　different　affirtity　and　stoichiometry（Figure　6）．　in　co－
sed㎞entation　assays，　signi丘cant　ponions　of　GST－KETN－
CTI，　GST－KETN－CT2，0r　GST－KETN｛T3，　co…把d㎞ented
with　F－actin（Fig re　6，　A－C）．　GST　alone　did　not　cosediment
with　actin　under　the　same　conditions，　and　nonspecific　trap－
ping　of GST　in　the　pellets、vas　very　minor（Figure　6D）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　edata　showed（Mohri et　al．，2004）． Quantitative　analysis　of　th
that］KETN－CT2　bound　to　F－actin　with　higher　a任inity（Kd＝
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0．68±0．062μM）than　KETN｛T1（Kd＝0．93±0．36μM）or
KETN－CT3（κd＝5．5μM±1．2μM）．　Also　interestingly，
binding　was　satUrated　for　KETN－CT20r　rm－CT3　at
highe・st・i（hi・metry（m・I　K　TTN－（コ2／m・1　actin＝034±
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　＝0．42士0．0290rO．00800r～3：13 mol KETN－CT3／mol　actin
～2．4：1）than　for　KETN－（コTl（mol　KETN｛T1／mol　ac駈n＝
0．15±0．0160r～6．7：1）（Figure　6E）．　These　results　suggest吐tat
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　辻iding　acほvitythe kett血一speci丘c region augmentS　the　act辻L　b
of　the　Ig－repeats・
RNA　1”telデeren‘εqプCε一Kettt’”Causes　Disorganization〔ゾ
、A‘ti”Filai”en　ts加ロContアactt’on－dqワe”den　t　Ma””εア
To　examine　the　in　vivo　function　of　Ce－kettin，　C←kettin　was
㎞㏄ked　down　by　RNAI　and　the　resultanヒpheno守pe　exam－
inad．　RNAi　of　C←kettin【ketn－1（RNAi♪］by出e　f6eding
method　effectively　reduced　Ce－ketHn　to　undetectable　levels
on　Western　blot　in　wild一守pe　backgromd（Figure　7A）．　The
ketn－1でRNAi）－treated　worms　moved　slightly　slower　than
control　worms（our　unpublished　data），　suggesting　that　ketn－
1（RNAi）caused　a　defect　in　body　wall　muscle　contractility．
膿臨1（Figure　7，　C－Faccumulations）6総謡謡譲留器籍望
100）of　the　ketn－1（RNAi）－treated　worms（Figure　7D’arro、vs）’
whereas　no　woms（ixhibited　these　phenotypes　in　co市ol
experirnentS（nニ100）（Figure　7，　B　and　C）．　Some　8enes　are　not
effiCiently　affected　by　RNN　in　w皿d－type　background　but　are
溜脇）酷蕊翻譜麟諸瀦撫誰
・・typ・・w・・e・nly・lightly・nh・n・ed・n・e呼3；A・t・－1（RM）
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woms　also　had　small　round　acdn　aggregaセes　or　unusual
accumulations　of　actin　in　the　body　wall　musde　in　30％of
　　　　　　　　　　　　　n；100）（Figure　7，　B　and　F），　whereas　notreated　animals（
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　n＝100）contro1月チ3 worms exhibited these　phenotypes（
麟編鵠雛灘「：謂3賭羅婁，離
翌錨懸g懲麟繍鱗。欝奮蹴
treatmen吐s（our　unpublished　data）．　However，　brood　sセe
瀦翻b贈欝聖欝講織甥雁4註
but　nodn　wild－type　background【280±30　in　control　RNAi
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，n＝5】，　sugges憾ng出a田・eand　281±28 in　ket，1一ヱ（RNAi）
actin舳ments　in　muscle　cells．
　　Alth・ugh　di…g・nized　achn　m・m・ntS・ft・・ket・一ヱぐRM）
were　detected　at　low　penetrance，　we　found　that　d樋s　pheno一
購鑓盤麟搬織艦£認響麗蜜
舗躍ぎ藩蕪欝認轟1瀦辮識；
al．，1982）．　in　the　ltllc－54で595♪homozygous　background，セf，：一
ヱ（RNAi♪did　not　cause　formation　of　actin　aggregates（Figure
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　contraction7，Band H）， suggesting that reduced　muscle
羅離。熱騙溜諮£鵠織臨
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§讐蕪羅1騰鵜禰灘羅g総螺1轄襯羅羅欝灘
nen・e　ring．　Bar，10μπL
acetylCholine　receptors，　Iarger　actin　aggregates　were　formed
mor’?@frequently　at　the　cell　periphery　in　94％（n＝100）of　the
ketii一ヱ（RNAi）worms（Figure　7B　and　compare　Figure　7J　and
　　．These　results　suggest出at　disorganization　of　acヒin　fila－L）
ments　in　the　ketn一ヱ（RNAi）worms　is　caused　by　mechanical
disruption　of　the　actin　filaments，　during　c．oll．traction　and　that
Ce－kettin　provides　stability　to　the　myofibrils．
2728
Ce－Kettin　Regπlates　Locali．”ation　Of　Tropomyosin
4ndα一Actinin
In　vitro　studies　have　shown　that　insect　kedin　binds　toα一ac－
tinin，　whereas　 t　competes　with　tropomyosin　for　binding　to
actin（Lakey　et　al．，1993；van　Straaten　et　al．，1999），　but　their
fUnctional　r’?撃≠狽奄盾獅唐?奄吹@in　vivo　is　not　understood．　We　exam－
ined　how　Ce－kettin　interacヒs　with　tropomyosin　andα一acti一
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nin　in　the　C．　elegaris　bOdy　wall　muSCle．　As　shown　in　Figure
3，tropomyosin　i’s　normally　localized　to　the　outer　region　on
the　UUn　maments．　in　worrhs　treated　with　eontrol　RNAi，　the
normal　I㏄aliza恒on　of㎞opomyosin　as　double㎞6　was　o卜
served（Figure　8A，　a）．　However，血ket，！一ヱぐRNA’）worms，
けopomyosin　also　1㏄alized　to　regions　where　C研ketUn　nor－
mally　localizes，　resulting　in　the　ladder－1ike　localization
（Figure　8A，　d）．　This　result　strongly　suggests　thatCe－｝（ettin
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ing　tO　aCtin　in　v・VO・and tropomyosin compete for bind
Norm－≠戟@organization　of　a－actinin　was　dependent　on　Ce
kettin．α一Actinin　was　deposited　at　the　dense　bodies　in　con一
蹴離i盟潔。魏翻蟹ぼ話隅器
accumulations　of　cr－actinin　became　highly　irregular（Figure
8A，1）．　In　contrast，　the　pa　ttern　of　vinculin’　a．t　th－　．e　dengEl．　bodies
was’@only　slightly　affected　by　ketn一ヱ（RNん♪（Figure　8A，　com一
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ies．　Thetion of the cytoplasmic region　of　the　dense　bod
　　　　　　　　　　　　　　　　e　myoAV　myosin　heavy　chain　was　unaf－striated　pa ter 　o紬
認よ臨灘蓋黙1を。ε瀦「憲s農d認：
inentS　’and　the　dense　bodies．
　　The　fUnctional　relationship　be亡ween　Ce－keddn　andα一acti－
nin　was　fUrther　examined　in　an　a－actinin　mutant（Figure　8，
Band　C）．　atlr－1でok84）has　a　1．1－kb　deIetion　in　the　s辻igle　gene
forα一actinin　atll一ヱ（Barstead　et　al．，1991），　is　homozygous
viable，　and　shows　only　minor　alterations　in　the　striated
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　aggregations　ofarrangement of actin filamentS　and　small
actin　at　the　edges　of　the　body　wall　muscle　cells（Moulder
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」）w，，e　d。量e、t、）．d，・nd眺ph・n・膿was　e曲…ed・by・t曲㎡・・leind・・ed・hype・。・・tracti・・（L）・B訂’50μm・
and　Barstead，　personal　communication）（Figure　8B，　b）．　Po－
sition　of　the　atn－1（ok84♪deletion　suggestS　tha亡atruncated
α一actinin　protein　containing山e　N－ferminal　actin　binding
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，but　the　presence　of　sudh　adomain　could　be　expressed
けuncated　prote㎞has　not　been　conHmed（Moplder　a！、d
Barstead，　personal　communica憾on）・In　theα一acdnm　muta罫t’
Ce－kettin　colocalized　with　actin　to　the　strlated　myo丘bnls，
but曲・p・tt・m・f　Ce－k・ttin…as　c・ntinu・u・（Figu・e　8B’・）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．This　is　probably　b㏄auserather　than Iadder－like（F gure　3）
器翻藍s欝「臨蟄ei9慧翻翻謬盤埋
kettin　was　not　associated、vith　the　actin　aggregates　in　the
α。actinin　mutant（Figure　8B，　a－c）．　Furthermore，　when　the
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，disorgani一α一acdnin mutant was treated with　ketii－1（RNん）
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A Contro1 ketn一ブび～～Ai）
B atn－7（ok84）
Ca加の7（（）k84）∫　control　RNAiatn・1（ok84）；　ketn－7侭NAi）
　　　　　　　　FunCtional　interaction　betWeert　Ce－ke亡tin　andα一actinin　in　the　body　wall　muscle．（A）Tropomyosin（a　and　d），α一ac㎞（g　and　j），Figure　8・
vinω1in（m　and　p），　or　myoA　myosin　heavy（上ain（s　and　v）was　double－stained　with　aCtin（b，　e，　h，　k，　n，　q，　t，　and　w）h蒐the　body　wall　musde
of　control　or　ketn・1（RNA　i）　adult　worms．　Merged　images　are　shown（c，1，　i，1，0，　r，　u，　and　x）．（B）Ceke剛a）㎝d　ac帥）were㎞㎝01㏄梱
in　the　ahi一πo刷homozygous　woms．（C）　Acdn　filamentS　in　the　body　wall　rnuscle　of出e伽一1（ok841　wom将、vi出con甘ol　RNAi（a）or
セ’π一1‘RN！【ひ（b）were　stained　With　teヒrame出ylrhodamine－phaUoidin．　Bars，10μm（A），20μm（B），　and　50μm（C）．
zation　of　the　actin丘lamentS　was　enhanced　and　larger　actin
aggrega　tes　were　often　detected（Figure　8C，　compare　a　and
b）．These　resultS　suggest　that　Cekettin　andα一acth血coop。
erate　to　organiZe　the　dense　bodies　and　the　thin　MamentS．
DISCUSSION
In吐ヒis　stUdy，　we　identified　the　C．　elegans　kettin　gene　and　the
gene　product　as　the　antigen　for　the　mAb　MH44　that　has　bee）n
used　as　a　marker　for　the　I－bands　in　the　C　elegans　muscle．
Comparisons　of　the　localiZation　pattern　of　Cekettin　wkh
that　6f　other　thin　filament　proteins　revealed　that　C　　　　　 　　　 　　　　　　　 　　　　　 　　　　　　　　　　　 　　　e－kettin　is
associated　with　the　thin　filamentS　near　the　dense　bodies，　the
homologous　s㎞ctures　to　the　Z。discs　in　cross－striated　mus－
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　efour　C－tern血alcles． BiciChemical analysis　showed　that　th
Ig　domains　of　Cekettin　directly　bind　to　actin　filamentS　in
vitro　and　that　the　kettin－specific　sequence　immediately　N－
terminal　to　these　lg　domains　enhances　itS　actin　bipding
activity．　RNAi　of　Ce－kettin　caused　disorganiZation　of　actin
filamentS　in　body　wall　muscle．　This　phenotype　was　sup－
pressed　by　reducing　muscle　contraction，　but　enhanced　by
hypercontr ction・RNAi　of　Ce－kettin　a】眩）disturbed　organi。
zaほon　ofα一act血in　at　the　dense　bodies　and　enhanced　the
acdn　disorganization　phenotype　in　anα一actirim　Mutarlt・
Thes resul－狽刀@sugg s 　that　C←kettin　is　important　for　main－
taining　organized　arChitectUre　of　the　actin丘1aments　and
dense　bodies　and　provides　mechanical　stabiliり・to　the　con－
tractile　apParatuses　in　muscle　ceUs・
　　Localizahon of　Ce－kettin　on　the曲fUamenおwas　prox－
imal　to　the　dense　bodies　and　was　similar　to　that　of　kettins
from　insects（Lakey　et　al．，1990，1993；　van　Straaten　et　nl．，1999）
and　cray臼sh（Maki　et　al．，1995；Fukuzawa　et　al．，2001），　which
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　，the　Nare localiZed to the side of出e Zイ1iscs．　ln　add量ピon
teminus　of　insect　kettin　iS　10cated　within　the　Z－discs（van
Straaten　et　al．，1～籾）．　Because　MH44　recognizes　the　C　termi－
nus　of　C（）－ketdn，　the　N　terminus　of　C←kettin　is　likely　to　be
embedded　in出e　dense　bodies．　This　limited　localization　of
kettin　is　probably　due　to　competition　with　tropomyosin　gor
b㎞d㎞g　to　actin　（van　Straaten　et　al・，1999）’because　Ce。
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　㎞mamentsorr｛yosin is　more distally localiZed　on　the　thtrOP
（Figures　3　and　4）．　We　also　found　that　Ce。kettin　localizes　to
出eproximal　region of　the　thin　maments　in　the　ovarian
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non5triated　m　uscle（Figure　4）．　This　is　the丘rst　demonstration
誰岩豊覇2、『鵬留鷺議智1じ鵠紫窪離曽1臨濃籍懸セ
physiological　properties　with　striated　muscle　and　uses　the
識臓鍔親島畷寵n誰8設）1監i銭諜芝「さ讐器詳識
Play　c・㎜。n　cellular　r・Ies　in　　　　　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　 　both　sヒr三ated　and　nonstr三＿
ated血uscles．
．W・・h・w・d出・t　th・fou・C－t・・m血・11g－repeatS　directly
bmd　to　actin　MamentS　and　that　the　adjacent　kett三n－spec面c
艦瀦踏臨畿瀦ら謙熟講撒・櫨
high　a丘in’　ity（Maki　et　al・，1995∫vaR　Straaten　8f砿，1999），　and
the　stoi．chiometry　has　suggested　that　one　lg－repeat　may　bind
。ne　ac血m。n。mer　in出e　m㎜ent（van　Straaten　et　al．，　1999）．
This　was　also　supported　by吐しe　report出at　a　single　Ig－repea　t
of　ke仕in　is　capable　of　b血d血　　　　　　　　　 　　　　　　　　　　　 gt。　actin　Maments（Inkey　et　al．，
1993）．However、　our　resuIts　show　that　the　fbur　Gtem血al
Ig－repea　ts（KETN｛Tl）bind　to　actin　at　lower　stoiChiometry
than　one　repeat　per　one　actin　monomer，　and，　inte肥stingly，
曲t出eadjacent　non－lg　reg呈on　augments　boヒh　alfini亡y　and
sヒ・idhi・metry　f・r　binding　t・ac血・This　sug9曲出at出e
I耳．repeats　and皿on－lg　region　of　the　mo1已cule　cooperahvely
bmd　to　ac吐n丘laments．　Sim皿arly，　a　5ingle　Ig－domain　of
rnyoti血n　iS　sufHdent　for　act㎞binding，　bu毛flar面皿g　non－Ig
5equences　also　play　irnportant　roles血1　ac丘n　bindi皿9（von
Nandelstadhεf砿，2005｝・The丘Ill－le皿gth　ket　tin　binds　to　actin
with　a　nanomolar　affinity（van　Sh・aaten　et　al．，1999），　whereas
our　C－terminal　fragrrtents　binds　to　actin　with　a　micromolar
af丘nity’suggesting　that　other　Ig－repeats　and　non－lg　se－
quence　may　〔ooperate　to　adhieve　口ght　b血di皿g　to　act血
filaments　with　pr・per　st・i｛二hi・metry，
　　The　Ce－kettin　gene　kein－1　i8　independent　of　genes　cod廿19
f（）「othe「connecUn　　　　　　　　　　　　　　　　〆tiHn－rdated　Ig－re　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 peat　proteins．　ket71－1
（R．NAi♪caused　disorganization’　of　act㎞丘1amentS　in　muscle，
Ms　phenotype　is　d三fferent　from　the　defe〔ts　in　regulation　of
muscle　co皿tracHon　in　the　mutan量s　of雌‘－22　cod㎞g　for
twitd血（Benian　et　al．，ユ993）and　the　defor〔tS　in　M－1ine　a5－
sembly　i皿the　mutan吐s　of襯c－89　codhlg　fbr　UNC－89，　a　pro－
tdn　s圃ar　to。bsa」rin（1㎞ianεfロ」．，1996；　Small　et　nl．，　2004）．
11・e・ef・・e，出・RNhi　phem。type・str・ngly　sug9・istS・th・t　Ce－
ket廿n　has　speci丘c　　　　　 　　　 　　　　fUnction　in　assembly　a’nd／of　maintenance
of　ac睦n　filamentS　in　muscle・However，出e　phenoち『pe　is
relatively　weak　wi　　　　　　　　　　　 　　th　low　penetrance　under　normal　culture
c・nditi・皿s，・and曲e　extent。f・actin・diS。rganizati。n　was　n。t
盤drastic　as　that　observed血mutants　of　ac雌n　depolylner－
izing　factor／cofilh（UNC－60B）（Ono　et　at．，1999，2003），　actin－
mteracting　protein　1（し旧C－78）（Ono，2001），　or　a　calpor血1－
like　proteih（UNC－87）（GoetinCk　and　Waterston，1994a，b），　or
mworms　ttla　t　are　treated　wi出RNAi　of　tropomyos㎞（Ono
and　On・’2002）・聴・uggestS・th・t　k・ttin　might　hav・par－
tial】y　redumdant　function　with　other　musde　proteins．　Ce－
titins　are　candidaとes　fbr　ξ血ncHonaly　　　　　　　 　　　　 　　　　　　　　　　　　 　　　　 redunda t　proteins
wi出Ce－ke㎞．　The　N－terrninal　p・rd。n・f・C←titins・1・calizes
to出e　I－bands（Flaherty　et　ai．．2002），　but　mutant　or　RNAi
聰朧離謡譜｝鑑躍言溜．燃濫
mentS（K㎞t皿a　8畑1．．1984∫　Maruyarrta　et　al．、1987）via　the　PEVK
d。m・in・in・th・1－b・nd・P・rt（K曲伽1．2001・，　Y・m説㎞伽1．，
200，，l」nk・et・al．2002」N・gy虻鴫2004）and・iS・in・・1・ed・in
mal皿㎞ce　of丑le　tiiin丘1arnent　s㎞」cture（］L血1ユce　Ct　al．，1999）．
d・臨謙艘i瀦言牒暮畿錨艦
suggestS　that　Ce－kettin　rnay　directly　interact　withα一a　ctinin
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and　facilitate　ef丘dent　assodation　with　the　dense　bodies．
a－Actinin　an（三insect　kettin　have　been　shown　to　b㎞d　to
actirl　simultaneously（van　Straaten　etロ’．，1999）．　Thus、
出ese榊。　P・・teins　maアc・・　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　perate　to　strengHhen　the　anchor－
age　between　d血丘里aments　and　dense　bodies　and　provide
手nechanical　stability．　lnsect　kettirt　also　binds　to　myosin　and
ls血volved　in　s廿fhless　of　myofibriis（Kulke　8｝a互り2001b）．
Although　we　have　not　examtned　interaction　between　Ce－
ketdn　and　myosin，　it三s　also　a　possible　meChanism　to　stabi－
Iize　the　myofibrils．
　　Ketti皿均aunjque　m∈mber　of　the　connec巨n／tit辻L　faln旺y　of
Ig－repeat　proteins　and　is　found　o　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 　　　 nly加血vertebrates（Bullard　et
al・’2002）・H・w・v・・’k・t血加ght　b・㎞cd。naHy　h・m。lo
識t蹴a謡（譜齪艶…1脚鵬呂勢懸
have　tWo　to　five　Ig－repeats　and　localiZeヒo　the　Z白lhes　of
vert bra　te　striated　musde．　These　proteins　are　cri廿cal　for
actin Mam nt　re。rganiZa　tion　in　norunuscle　cells（Boukhelifa
et　alり2001，2003∫Sahr血kangas　et　al．∬2003∫Otey　et　al．，2005）
and　myo丘bri　　　 　　　　　　lassembly　in・nu・de　ceHs（Bang㈲’．，2001｝
Saimnikangas　et　at．，2003｝Otey　et　al．、2005）、　ln　particUlar，
myodiin　dir已ctly　binds　to　act血佃ament5，　and　its　muta　don5
in　the　human　gene　are　asst〕dated　with㎞b　gird玉e　mロ…icular
dystrophy　IA（Sal皿ikangas　et　al．，1999）and　myofibrillar
myopathy（Selcen　and　Engel，2004》，　w．hiCh　are　termed　myぴ
田i皿opa廿fies　　　　　　　　　　｛G。ebe1，2005；01ive吻互．，2005＞．　Therefore，　C．
elegans　could　be　an　excellent　model　to　study　functions　of
actin　binding　proteins　with　Ig－repeats　in　musde　and　their
interaction　with　other　myofibrillar　protein8．
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工Nl　RODUC’1　（ON
OΨulation　in　壮Le　nematode　Cueno．
rhabditts　elegans　is　a　highly　c。・rdi－
nated　pr。cess血vol血9　communica－
tions　among　sperm，　oocyte8，　and　the
somatic　gonad．　A　C．　elegans　hermaph－
rodite　has　a　pair　of　U－811aped　gonadal
a11皿s（1苛g．1）．　The　gelmline　and　oo●
cytes　are　surrounded　by　10　8ho＆th
。e董ls（pairs　1－6），　and　ovUlation　re－
　　　qulres　a　signal　from　sperln　that血一
duees　ov且lrian　contraction　and　oocyte
maturatio皿，　w】hic　l　are　then　fbllowed
by　dilation　of　the　spermathec且　a皿d
fertilization（Ward　and　Carre1，1979；
MoCarber　et　a1．，1997，1999；Hubbard
㎝ Green8tein，2000；Yamamoto　et
a1．，2006）．　The　proxima18he旦th　ce皿s
（pah噛83－5；ISg．1）are　8mooth　mu8cle－
1ike　cells　wi血distinct　thin　and　thick
MamentS　a皿d　de畠ignated　a臼the　myo－
epithelia18heath（Hirsh已t　al．，1976；
Strome，1986；ArdizZi　and　Epste並，
1987；HaU　et　aL，1999）．　Contraction　of
the　myoepithelial　8heath　is　perio（五一
α皿yenhanced叩。n　maturation　of　the
m 8t　pr ximal　oocYtes（McCarter　et
al．，1997，1999）．　Sheath　coロtraction　is
negatively　regulated　by　ceh－18　encod－
ing　a　POU－class　homeoprotein（Rose
et　a1．，1997；㎜er　et　aL，2003）and
g pjunc ions　that　are　formed　between
七he　myo pithelial　sheath且nd　matur・
ing　oocytxes　（『Whitu｝n　　and　Miller，
2006）．On　the　other　hand，　it　is　en．
hanced　by　maj　or　sperm　protein（MMer
e al．，2001；KoSinski　et　al．，2005）by
mean80f　t11、e　VAB－1　Eph　receptor
｛㎜er　et　al．，2003）．　In且dditi。n，
NMR－1　NMDA　receptor　and　UnyC－43
Ca2＋－calmOdulin－dependent　㎞a8e
II　nega七ively　regUlate　spermdepen」－
dent　sheat五eontraction（Corrigan　et
aL，2005），　whe肥a8　皿R・1　inositOl
t iphosphate　recept｛r　　（Yin　et　al．，
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fig・・1・S。h㎝ati。　r・p・esentati。・。f　the　C8θη。市・bditis晦an・h・m・ph陪di“c　g。陥d．　A舶，．
maph「°d腫e　hr・tW。9。肥dal　am・・th・di・量al　tip　cel18　a・e　l。。at・d・t出・粕。st・di・！副P飢。肋
9。nad・日ve　p副ts。f　the　sh自ath　cetls　surr・und　the　germline　and。。cytes・a・d　ar・designated・as・pairs
1to　5（not　all　c引ls　are　shown｝．　Pairs　3－5　are定he　myoepithelial　sheath量hat　has　distinct　th面ar葦d　thick
filaments　qnd　are　responsible　for　pushing　a　mature　oocyte　hto　tho　spermathgca　dロ前ng　ovu庖tion．
Afte「fe「tilizati。…m㈱・b・gin・devel。pm・・t　l・th・血e悶・．　N。琶e・that・鳳h・ells脚・h。w・。・［y
in量he　anterior　gonadal　arm　a直d　th且t　the　posterior　gonadal　a晦also　has　the　same　set　of　shgath
celIS．
2004），VAV－1　Rh｛w　RRac　gUan血臣e皿ucle－
otide　exchange　factor　（GEF），　and
RHO－15mall　GTPa8e（Norman　et　a1．，
2005）enhance　contraetion．　Probably，
preci且e　regulation　of　8heath　contrac＿
tion　by　a　complex　mechanism　iS　re－
quired　fbr　tight　coupling　of　oolltraotion
wi止ooeyte　maturation　alld　8per－
mathecal　dilati。n．　However，　fUnc－
tional　interactions　among　the8e　8ig・
naliロg　mo正ecule8　are　8t量1　poorly
understood．
　　One　ofthe　critical　signals　fbr　sheath
contraCtion　i8　iエ】Lcrease　iエ1　the　i【itracel・
lUlar　Ca2＋1eΨe1（Yin　et　al．，2004；Xu　et
al．、2005）．　Troponin　a皿d㍑opomyosin
fU皿etion　as　acti皿・1inked　Ca2＋sensors
in　the　th血f丑ame且ts　of　the　Inyoepithe卿
1三al　sheath　cells　a皿d　are　required　fbr
ovula亡ion（Myers　et　a1．，1996；Ono　and
Ono，2004），　Thus，　these　non8triated
mu8cle。ells　are　atypical，｛as　t　oponin
is　genera皿y　expressed　in　striated
musole．　Instead，　vertebrate　smooth
狙usde　uses　a　myosin－linked　system
t。activate・c。ntraction　upon　elevati。n
of　Ca2＋（M且rston，1995），　However，　pa
tential　regulators　of　myosin　act赫亀y
including　VAVLl　Rho馳c　GEF，
RHO－1，　LET－502　Rho－ki皿ase，　a皿d
rV［EI．11　myosin　phosphatase　regUla－
tory　subunit　are　alSo　requ廿ed　fbr　ovu－
latien（Wis8mam　et　al．，1999；Nor－
man　et　al．，　2005）．　A　bioChemical　stUdy
en　purified　a（rhn　and　myosh1肋m　C．
elegans　suggests　that　there　are　both
actin－and　my・sin－Hnked　regulatOry
systems　fbr　actomy。sin　interacti。n
（Harris　eもal．，1977）．　In　addition，　re－
cent　studie5　in　vertebr且te　8mooth
Muscle　have　shown　that　regUlat・rs。f
ac1オn　polyme】【r藍za樋on　are　ilnportant
for・contraction（T紐g　and　Tan，2003；
T g　e 1・，2005）．　Theref・re，・act・my一
　　ネ。sin　contractility　in　the　myoepithelia1
8hea1趾」might　also　bε　regUlated　by
mUltiple血edh且ilism且．
　The　myoepithelial　8heath　ceU8　ex－
pre8呂　MYO－3　and　UNC・54　myosin
heavy chai且8　（ArdizZi　and　Ep8tein，
1987），which　are　also　expre88ed　in
striated　body　wall　mu801e（M陸皿er　et
aL，1983）．　Ovulation　i昼perturl）ed　by
di turbing　fUnctions　of　several　8truc－
ur且1　p ot in呂，　includi皿9】SIUP－2　tro－
pon」in　T（Myer8　et　a1．，1996），　PAIT－10
tropo血C（Ono　and　Ono，2004），
LEV－11　tmpomyo8in（Ono　and　Ono，
2004），PAT－3　癖・integh皿（Lee　et　al．，
2001｝，talin（Cram　et　a1．，2003｝，　PAT－4
integrin－1inked㎞aεe（Xu　et　aL，
2006），alld　UNCi112　Mig－2（Xu　et且1．，
2006）・However，　overa皿org且niza廿o皿
and　molecUlar　componentS　of　the　con－
trao 皿e　apParatu且es　of　th．e　myoepithe－
lia　1　shea七1　L　are　not　olearly　under8tood．
i1　this　study，　we　identified　and　1㏄a正一
ized　major　componentS　of　the　contrac。
tile　apParatu8es　in七be8e　nonstriated
muscle cells　and　showed　that　many　of
th se　preteins　are　re｛晃uired　fbr　proper
ovulation．
RESULTS
Expre88ion　Patterns　of
cytoskeletal　Pro●ein8　hl　the
C．elega閥Somaもio　Gon践d
To　identi茸y　and　localize　t血e　compo－
nents　of血e　contraot皿e　apParatuses　of
the　gonadal　myoepitheHal　sheath，　an．
tibodies　against　well－charadしe茸且ed　cy・
tOskeletal　proteils　we艶U肥d　for　im．
muno且uore80ent　　8taining　　　of　　the
somatic　gonad．　We　deteeted　expres・
sion　of　major　cytx）skeletal　protr∋i皿8　in
the　myoepithelial　sheath，　and，㎞ter・
est辻lgly，80me　of　them　were　abo　ex．
pressed　in　ether　parts　of　the　80matic
gonad（Fig．2）．A昼de昼cribed　previously
by　Stroi皿e（1986），　visualization　of　ac．
tin　filalnents　by　tetramethyhrhodam・
ine－pha皿oidin　revealed　a　non昼triated
meshwork　of　the血larnentS覚n七he
sheath　ceU8　and　malnentou臼staini血9
in・ther　g。nadal　cells　including　germ－
line｛Fig 2H，　Q）．　Immunostai血g　of
actn　by　mou8e　m。n。clonal（our　un．
publi8hed　data）or　rabbit　polyclonal
anti・actin　antibO｛lie8（Fig．2正3，E，K，N）
yielded　indi8tingn沁hable　pattem已of
acti ・丘la皿lentiヨ　in　the　sheath　cen8．
Therefbre，　we　uged　either　tetrameth－
ylrhoda㎡皿e－phalloidill　or　ant量一actin
aIltibody　to　label　actin　flamentsヨ，　de
pending　　on　　the　　optinia1　丘xation
meth｛｝d」Cany　antib・die8　were。pti－
mal　with丘xation　with　cold　methanol，
wh量ch　wa臼not　compa偵ble　with」就ain－
ing With　tetramethyirhor：1a皿ine－pha卜
Ioi曲1．
　　A8　reported　preViously（Ardizzi　and
Ep呂te血，1987），　MYO－3　myosi皿heaΨy
chain　A　（myoA；Fig，2A一C）and
UNC・15　pararnyosin（Fig．2D－F）were
8pec±且cally　eXpressed　in　thトe　myoepi－
thelial　sheath．　We　previou81y　demon－
8tr ted七hat　PA「r－10　troponin　C　and
C ・ketti皿，　a　lalge　imir　Lunoglobulin－
like repeat　protεin，　we肥also　speciiie
i且th 　myoepithelial　sheath（Ono　and
Ono，2004；Ono　et　aL，2006）．　We　fbu皿d
that　the　mOi㏄10且日玉antibody　MH42
aga血臼t　UNC・89，　a　large　obscuri皿一like
thick－Mament－associated　protεin（Be－
nian　 t　a1．，1996），8pec温caUy　stai且ed
the　proximal　myoepithelial　sheath
（］既g．2G－D．　Although　MH42　weakly
stained　the　g rmline，　RNAi　of　unc－89
specifica1］yアemoved　signalS沁the
myoepitheHal　sheath　but皿ot血tihe
germline（data皿ot　showl1），　sugges蝋ng
that　the　ge㎜ine　stain血g　was　n。n－
specific．　In　contra8t，　cOInponent且　of
血eadhe8ion　structures，　UNC－52　per－
lecan，　DEB－1　VincUlin，　a血d　PAT－3
β一血tegr瓜were　pre8e且t　in　aU　s。matic
gonadal　ceUs　f「om七he　distal　tip　to　the
spermathe｛三a（FEg．2」－R）．　In　addit三〇且，
we　previoロsly　reported七hat　Ce一もropo一
田yosin　wa expressed　in　the　proximal
myoepithelial　sheath　and　the　sper一
　　　　　　L◎calization　of　structural　prDteins　in　the　somatic　gonad．　A，8，D，E，G凡J，K，M，N，P，Q：Dissected　hermaphroditic　g◎nads　were　doubly　stainedFig．2
for　MYO－3　myosin　heavy　chain（A》，　UNC・15paramyosin（D），　UNC－89（G），　UNC－52　perlecan（J），　DEB－1　vinculin（M），　or　PAT－3β一integrin（P），　and　actin
（B，E．H，K，N，Q）．　C，F，1，L，O，R：Merged　images　of　actin（red），　other　proteins（green），　and　DNA（blue），　are　shown．　Positions　of　the　spermathEx　a（Sp），　the
myoepithetial　sheath（MS），　and　the　dista暫tip（DT）are　indicated．　Scale　bar＝100　pm．
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fig，　3．　Schematio　representation　ef　the　distribUtion　p自ttems　of　structural　protejns　in　the　somatic
gonad・Results　d廿」is　study　and　previous　st凹dies‘Ardizゴand　Epstein，1987：0no　and　Ono，200叫；
Ono　et　al．．2006）ar巳summa肖zed．
matheca（Ono　and　Ono，2004）．　AU　of
t上」ese　structural　protein5，　except　fbr
actin，　were　not　significantly　detec加d
in　the　ger曲e　as　observed　at　differ－
ent　fOcal　planes（data皿ot　shown）．　A8
summarized　in　Fjgure　3　alld　T且ble　1，
a皿these　qytoskeletal　proteins　are　the
Cyt　oske］etal　componentS　ofthe　smooth
musqle－1ike　proximal　myoepithelial
sheath，　and　some　proteins　are　limited
in・these・cells，　suggesting　their　spe｛tific
reles　in　the　regロlation　of　sheath　con－
tra曲n・However，　s・me　are　present
mother　somatic　gonadal　ce皿s，　sug－
gesting　that　they　are　iエ1volved　in　mu1－
tiple　aspectS　of　the　gonadal　actiVities．
MyofibriHar　Com、ponents　of
the　Gbnadal　Myoepithelial
Sheath．
We　focused　on　the　proXi皿a】myoepi－
theHal　8heath　and　examhled　1㏄曲a－
tion　of　tlle　cytx〕8keletal　proteins　at　a
higher　magnification．　Tliiii　and　thick
MamentS　Were　arranged　in　a　n・nSt　ri－
ated　manner，｛md画・r。o皿poロents
of　the　adhesion　struetu】res　were　only
associated　With　the廿1i且f口al皿entS　but
not　with　the七hick磁ament8．
Thin filaments．
Aεdesc　ibed　previou81y　by　Strome
（1986），actin　fiユaments　ar’e　arran［ged
血anonstriated皿e8hwork缶1　the
sheath　cells（Fig。4B，E，H，K，N，Q）．［Ehe
ff［ament畠were　apparently　con偵nu－
ou8，　and　breaks　at　t　le　thick　flament畠
and　dense　bodie8　were　not　observed
（Hg．4B，E，H，K，N，Q）a8　clearly　as　in
the　striated　bOdy　wall　muscle（Water－
ston，1988；Moermall　and　Fire，1997）．
T！his　fhlding　sugge5t8　that七he　thin　fU－
ament8　in　the皿yoepithelial　sheath
may　have　variab正e　Iength　a皿d　that　the
mament　endS　may　mt　be　tightly
田igued．　We　h日ve　previously　shown
that　tropomyosin（CeTM）and　PAT－10
troponin　C　localiZe　to　the　thin　fila・
ments血the　myoepithelial　sheath
（Ono　and　Ono，　2004）．　Ce－ket廿n
（1＞［H44　antigen）also　Ioc且1［zes　to　the
血in　MamentS　in　the　myoepitheliaI
8hea出，　but　it　is　limited　to　a　narrow
region　near the　dense　bodies（On。　et
al，，2005，2006｝．
Thich　filaments．
PteVious　studies　by　others　haΨe
shown　 hat　the　mycepithelial　sheath
cells　expre8s　MYO・3　（myoA；Fig．
4A門C）aロd　UNC・54（myoB）myosin
heavy　dエains（Ardi呂盆a皿d　Ep8tein，
1987）that　aユ唱al80　expressed　ill　the
8重㎡ated　bOdy　wa皿musde　and　that
U　NC－54　lcualizes　tO　the　outer　regions，
whereas　MYO－3　iB　li血ited　to　the　cen．
tral　part　of　the　thick丘lament8（R｛｝8e
et　a1．，1997）as　observed　in｛血e　thick
丘1ame且加in伍e呂triated　body　wa皿
muscle（Miller　et　a1．，1983）．　UNC－15
paramyo8in　was　a180　expres8ed　in　the
myoepith．elial　8heathL（Ardizzi　and　Ep－
stein，1987；Fig．4］D－F）．　Staining　With
the　monoclonal　a皿櫨一UNC－15　anti－
body（5－23）ofLen　re8　ulted　in　punctate
pa玩em呂（］阿g．4D）．　Double　staining　of
UNC－15　paramyosin　a皿d　MYO－3
8howed　that　most　of　the　UNC・15－
8pots（Fig．5へand　red　8pot8辻L　C，
arrowheads）are　associated　with　the
surface，　not　in　the　core，　of　the　MYO－3
MamentS　（Fig．5B，　and　green且正a・
ments　in　C，　arrowheadB）．　UNC・15
paralnyosin　i80ne　of止e　corεCOInpo－
nent8　of　the　nematode　thick　Maments
（Harri8　and　Epstein，1977；Ep5tein　et
al，，1985，1988）．　However，　a　previou8
bioche皿ical　8tudy　has　demonstratεd
tbLe　eXistεnce　of　a　population　　of
paramyosin　tl　tat　can　be　read且y　diss〔）
ciated丘om　the　thick　fila皿ents　by　a
high・salt　buffer（Dei廿ker　and　Ep呂te辻L，
】993）・　Th．erefbre，　t］bese　　spotS　　of
UNC・15　may　represent　the　epitope　of
asubset　of　UNC・15　that　is　e】rposed　on
the　surface　of　the　thi｛：k　MamentS．
　　UNC・89，　a　cemponent　of趾匿e　M－lnes
血the　5triated　mu8cle8（Benian　et　al，，
1996），w且s　eXPre8sed　in　the　myoepi・
thelial　sheath　a皿d　accumulatεd　into
spots（Fig、4G－1）．　Double　statling　of
UNC・89　and　MYO・3　showed　七hat
these　proteins　colocalize　on　the　th、ick
丘1a皿ents　（Fig．　5D－F），　whereas
UNC－89　was。ften　highly　accumu－
latεd　at　t e　center　of七he］M『『O－3　fila－
ments（Fig．5F，　arr。ws）．　Because
tl　Lese　central　structures　ofゼhe　thick
Maments　are　not　orga並ed　into　M・
血les　asぬ tri ted．　muscle，　we　desig－
nate　the8e　U］N「C－89－containing　struc・
tures　as　the　M－spots．
AdhestOn　structures．
In　the　body　wa皿mu8cle，　myofibrils
且re　attached　tO　the　pla島ma　membra肥
at出e　dense　bodies　alld　the　M－lines
（WaterstOn，1988；Moe㎜gn　an“Fire，
1997）．The　ultτastructur註［ana　lysis　of
e　myoepithelial　sheath　identi血ed
the“hem －adherens　junctions，叩which
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P血1町曲b。d助mb・S・。。・d町蝋㎞・・°Prim・ry・ntib・di・・Z・n。且．lgt｝2。・
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　NA　　　　　　　　　　NAA488－GAM
Cy3－DAR
A488－GAM
Cy3－DAR
A488－GAM
A48＆GAM
Cy3－DAR
A488－GAM
Cy3－DAR
A488－GAM
騨
Cy3－DAM
Cy3・DAM
qr3－DAR
A647・GAM
Cy3・DAR
齢
A647－G、脱
qy3－DAR
A647・GAM
qヲ3－DAR
曽
A647・GAM
NA
NA
NA
NA
NA
与ユ4
脚
5－14
●
MH25
MH25
MH25
MH25
NA
NA
NA
NA
NA
A488
A488
A488
A488
A488
A488
謳NA，　not　applicable
b謙゜霊e罐趨離轟礎鐡鴇瑠講犠溜豊鵬3露器羅盤鑑
識農鑑1至跳望nM°°飢d3°画呂1y血・（2°血・t－tempe・atmre）・田dq血・than・1（5曲，－2。°C）舳細
懸灘綴認鍛講講畳誰継畿i膿脇’掘9・at蜘・u・e・gG・Cy3－DAM，　Cy3－1・be1・d
dZe・。・Al・xa・M…m。・se　Ig（｝2・1・beling・re・脚加伽伽9。n）．
are　dense　bOdy・like　st　vctunes（Ha皿et
a1・，1999）．　However，　the皿101eouhr
composition　of　the　adhe目ion　struc－
tures　in　the　myoepithelia1　sheath　has
not　been　charaoteri呂ed．　We　fbund
UNC・52　perlecan（］醗g．4」－L），　DEB－1
vinculin｛Fig．4M－0），　and　PAT・3β一in・
tegrin（Fig．4P－R；Fra皿d8　and　Water．
8ton，1985）were　expre8sed　i皿the
myoepithelial　sheath、　and　localized　tO
dot－like　　structures．　　Surp］risingly，
q・actil血，　a　major。omponent　Qf　the
dense　bodies　in　the　bOdy　wal1　muscle，
WaS　n。t　detncted　by　two　different
monoclonal　antibodje8　M｝135　　and
MH4e（Fra皿ds　and　Water8ton，1985；
Table　2，　data　not　sh。wn）．　D。ub玉e
staining董br　ae旬皿and　UNC－52　perle－
oan，　DEB－1　vi皿cu1血，　or　PAT－3β一」血te－
gnn　showed止at　these　protein島were
associated　with　the　actin丘lamentS
（】1雌g．4J－R），　sugge8廿ng　8trongly　that
thes　e　dot－1ike　8tructure8　are　den昼e
bodies　and　hnk　the曲fi】an窪ent8　to
the plasma　membrane．　H。wever，　the
spots　of　PAT－3β一i正k艶9血did〔監ot　colo－
calize　with　MYO．3　myosin　heavy
Chain　that　iS　located　in　the　center　of
the　thick　fHaments（Fig．6Arl），　see　ab・
8enoe　of　overlap　between　green　spOtS
【PAT－3　P－integrini　lamws］　and　b1ue
置1ament且［MYO－3】【且rr。whead8】in
D）．Thi8 result　w且s　further　cenfirmed
by　triple　st且ining　fbr　aetin，　PAT－3
β一integrin，　and　UNC・89（Fig．6E－】旺）
血which　PAT・3β・integrin（Fig．6H，
arr ws）and　UNC・89（】醗g．6H，且rrow－
heads），　a皿arker　of　the　M－spots，　do
not　coloealiZe（F竃9．6H｝．　These　resul士s
strongly　suggest七hat　PAT－3β一iロ旋ド
g in　doe8　not　Hnk　the　M－spots　a皿d　the
thick　fH 皿 s　to　the　plasma　mem一
braロe』E ese　were　unexpe｛嘘ed　re8ult8，
a8　PA［罫一3β・hltegr加し三㏄a五zes　to土he
M－1加 曲1the　b｛Xiy　wall　mu呂cle（Fr跡
ds　and　W呂 erstoR，1985，1991）．　This　is
not　hke y　to　be　an且rtifaCt　of　the　fix且一
tionistaining　cenditions　becau8e，㎜一
der血e　5ame倣a撹。曲t血ing　c。ndi－
tien ，　the　monoc三〇nal　antibody
again8t　PAT－3　　β一integrinl　（］N昼H25）
tai ed　eniy　the　den5e　bodies　in　the
myoepithelial　sh盟馳　（】i　g．6A－D）．
However，　it就ained　both　l五e　den8e
bo｛戴es and　the　瓦厘一㎞ε菖　in　the　body
wan　musde（Fig．6Q」？）．
　Moreover，　other　co飼臣pone】ユts　of仙Le
dense　bod三e3，　DEB・1　Vincu五n（Fig．
6正一L，arrows　in　L）aud　UNC－52　perle・
c且n（Fig．6M－P，　arrows　in　P｝，　showed
nearly　identical董Q園［iZation　patterns
Wi h　PAT－3β・integ血at　the　dense
bo〔lies・　Vinc曲i呂aoomponeロt　of　the
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　　　　　　LocalizatiOn　of　structural　p｛vte　ins　in　the　myoepithelial　sheath　cells．へ8ρ，E，G，H，J，KgM，N．P，O：Fig．4。
Dil；sected　hermaphrOditic　gonads　were　doubly　stained　for　MYO・3　myosin　heavy　chain㈹，　UNC－15
paramyosin（D），　UNC－89（G），　UNC・52　perlecan（J），　DEB－1　vinculin（M），　or　PAT－3β・integrin（P），　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　at　a　high　magni折cation・　 　 　，and the　my◎epithelial　sheath　was◎bservedactin　（B，E．H．K，N，Q》
C，F，1，LO，R：Merged　images　of　actin（red）and　other　proteins（green》are　shown．　Scale　bar＝10Fm．
dense　bodies　but　not　M－1ines　in　the
body　wall　muscle（Franci8　and　Water－
ston，1985；Barstead　and　Water8ton，
1989），while　UNC－5210calizes　to　both
den8e　bodie8　and　M－lines　in　the　body
wall　muscle（Franci8　and　Waterston，
1991；Rρgalski　et　al．，1993）．　These　ob－
servations　suggest　that　the　contractile
apparatuses　of　the　myoepithehal
sheath　are　attached　to　the　plasma
membrane　only　at　the　dense　bodies　or
that　the　thick　maments　are　attached
to　the　membrane　by　an　un㎞own
mechanism．　Thus，　the　gonadal　myoep－
ithelial　sheath　and　the　body　wan　mus－
cle　share　common　cell　attachnent　pro－
t£ins，　but　they　are　organized　in
di丘brent　manners．
Other　co卿onents．
We　also　examined　distribution　of
AJM－1，　a　component　of　adherensjunc－
tions（KoPPen　et　a1．，2001），　myotactin，
a　component　of　hemidesmosomes
（］旺resko　et　a1．，1999），　UNC－78　aWhn－
interacting　Protein　1（Ono，2001），　and
UNC－60B　actin　depolymerizing　factor／
cofilin（Ono　et　a1．，1999，2003）．　How－
ever，　these　proteins　were　detected
only　in　the　spermatheca　but　not　in　the
myoepithehal　sheath　　（our　unpub－
liShed　data）．
Roles　of　the　Myo且brillar
Components　in　Ovulation
To　determine　the　roles　of　the　stmuc－
tural　components　of　the　myoepithehal
sheath　in　ovula戯on，　they　were
㎞ocked　down　by　RNA　interference
（RNAi）and　the　resu1寝mt　phenotypes
in　ovulation　were　examined．　When
ovulation　fails，　a　mature　oocyte　re－
mains　in　the　proximal　ovaてy，　repeats
DNA　syntllesis　without　cell　division，
and　becomes　endomi叙）tic（Iwasaki　et
a1．，1996；McCarter　et　a1．，1997，1999）．
This　phenotype　is　designated　as　Emo
（Ωndo璽ytotic　goocytes　in　the　proximal
ovary）and捻characterized　by　intense
staining　by　4’6－diamidino。2－phenylin－
dole，　dihydrochloride（DAPD　of　overly
ampli五ed　nuclear　DNA　in　endomitotic
oocytes（Fig．7C，　arrows；Iwasaki　et
al．，1996）．　The　ovulation　process　is
also　regulated　by　signals　from　sperm
and　oocytes．　Therefbre，　to　distinguish
th 　effecbS　of　RNAi　in　the　somatic　go－
nads　f『om　those　in　the　germ　cells，　we
compared　the　RNAi　phenotypes　in
wild－type　and　rが1　backgrounds．　The
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TABLE　2．　Components　of　the　Co皿tractile　Apparatuses　in　tho　Goロada葺Myoεpithelial　Sheath　and
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Body　Wa皿M“801e
G巳ne　　P】eotei皿 AntibodyMsa　loeationRefbrence BV『M〔b　1㏄且tionReference
act－？仁　　　Act　in
myo・3
unc－54
unc・15
趾撹一89
’εひ一11
ρα訟・10
距e‘況・1
pat・3
C4　or　AANO1
晦o呂勧ユ上しeavy　　5－6
　dhain　A
Myosin　heavy　　5－8
　dlain　B
Para血yo臼in　　　5－23
UNC－89
Tmpo血Yosiil
lrOponin　C
Kettin
β一integ血
cleb－1　　Vinculin
unc・52　Perlet坦n
atn－1
unc－
　60B
unc－78
aJ’冊一1
α一acti血
ADE／oo且1i皿
AIPl
AjM－1
let・805　　Myotacti皿
M田【42
An偵一CeTM
Anti－PAT－10
MH44
MH25
MH24
MH2
MH350r
　MH40
Anti・UNC－60B
A皿ti－UNC－78
MH27
MH1
T　hin　fil　aments
Thick丘1ame口t8
　（co肥）
Thiじk　mament8
　（OU七er　region）
Thiek　fUament8
　（¢ore）
M－spots
皿亘皿Maments
T㎞飢aments
Thin且la皿ent8
　（near　dense
　bodie3）
De且呂e　bodie8
Dense　bodies
Dense　bodies
Absent
Absent
Absent
Absent
Absent
（Strome，1986｝
（ArdiZZi　and　Epstεt叫
　1987）
（Ardizzi　a且d　Epstein，
　1987）
CArdizzi　a皿d　Ep臼艶辻L，
　1987）
［E1hiB　st　ldy
（Ono　and　Ono，2004）
（Ono　a皿d（｝ロo，2004）
（Ono　et　aL，2006）
This　stUdy
This　stUdy
This　stUdy
Thi島8加dy
Ms　stUdy
This　stUdy
Ms　SUdy
Tl　is　study
1hn　fila皿ent8
Thiok且lame皿的
　（co肥｝
Th量¢k且laInent8
　（OU艶r　region）
Thick　flaments
　（co肥）
M・lines
Thi皿且星且men加
Thi皿丘laments
Th血Maments
　（near　den臼e
　bodies）
Dense　bDdies　and
　M－1ines
DenBe　bodies
1）ense　bodieB　alld
　M－1ines
Den8e　bodie8
Thin　Mamenta
「1「h血61ament8
Ab8ent（adherens
　jU皿et三〇n　in七he
　hypode血is）
Ab5已nt（h已皿i－
　desmesomes血
　tihe　hypodermi昼
（WaterstOn　et　al．，
　1984）
（！V［iHer　et　aL，1983）
（㎜ereta1．，1983）
（Ep tei皿et　aL，1985）
（Ben、ian　et　aL，1996）
（Ono　alld　O皿o，2002）
（Ter且ln三et　aユ．　t　1999｝
（Frand呂and
WaterstOn，1985）
（Frand5　a皿d
　WaterstOn，　1985＞
｛Fra皿（舶a皿d
　WaterstOn，ユ985）
（Fran¢is　and
　Wa也r8ton，1991）
（Francis　and
　WaterstOn，1985）
｛Ono　et　aL，1999｝
｛Mo㎞a皿d　Om，2003）
〔Hre8ko　et　a董．，1994）
（Hresko已t　aL，1999）
“MS，　myoepithelial　sheath．
bBWM，　b・dy　wall　mus。1e．
℃αεnorhabditis　elegans　has丘ve　ao血gene8．　It　B　not㎞owロwhiじh　ao廿n　gene　is　eirpressed　in　tihe　myoepitheliaユsheath．
rげ：1mutants　are　defbctive　with　RNAi
in　the　sOlnatic　¢ens　but　］【ユot　in　tlle
gen皿cells（Sijen　et註L，2001）．　Thu呂，　if
fUn砒ion　of　an　RNAi　target　is　il駐por－
tant　in　仕1e　somatic　gonad　（either
sheath　contraction【McCarter　et　a正．，
1997］or　spermathecal　dilation【Cla皿』
dinin　et　aL，1998；Aono　et　a1．，2004D，
oΨulation　will　be　defective　in　Wild－type
but　normal　in七he　rが骨1　baekground．
　Previous　studies　have　shown　that
unc・54　myo8in　heavy　chain（Ro8e　et
al．，　1997），　‘eひ辱11　t　ropomyosin　（Ono
and　Ono，2004｝，」pat－10　tropo血C
（Ono　and　Ono，2004），　and　mup－2　tro－
psnin　T（Myers　et　aL，1996）are　re－
qUired　for　ovUlation．　Here，　we　found
that　the　Emo　phenotype（22－51％；11＝
100）wa昼il】duced　by　RNAi　treatment5
ロm　wild－type　backgrou皿d　fbr　myo－3
myesin　heavy　chai皿，　unc－15　paraniyo－
S叫Pα一3β一hltegrin，〔琵b－1　vinc曲，
or・unc－52　perleca皿（Fig．7C，E，G，1鷺Ta－
ble　3）．　However，　RNAi　of　unc－890r
ketn－1　Ce－kettin　did　not　sign　ifica皿tly
increase　the　percentages　of　the　Emo
phenot［yl肥（Hg．71，0；Table　3）．0且ly
background　levels　of　the　Emo　phen〔）
type（0－5％）were　dete｛元ed五n　the　nJF一ヱ
b ckground　aftRr　RlgAi　of　myo－3，　unc－
15，unc・52，　or｛deb・1（Table　3），　suggest・
ing　strongly　that　1趾肥se　genes　fUnction
in　the　s。matic　cells．　pat－30㎝む
caused　99％　PO就erility　with　the　Emo
phenotype（n＝工00）i丑W皿d－t夢『pe，　but
it　iS　8igni且eantly　reduced　in　rrf－1（Fig．
6M，N；Table　3）．　A　slightly　higher　rate
of七he　Emo　phenotype（10％》by　pat－
3（RIVAi）in　rが1　than　the　b且ckgrou皿d
level　lnay　indicate　a　possible　role　of
pat－3　in　the　ge㎜㎞e。r　the　gut，　which
iS　a　kmw皿source　of　yOlk　prOteins
（Kinble　and　ShalTook，1983；Grant
and且ir呂h，1999）．　RNAi　of　unc－89　did
TABLE　3．　Effects　of　RJ）IAi
T雷reatments　on、　Ovu〔皇ation
RNAi
tr¢atment
（generatien
observed）
％Em⑪heno卵
（n＝100）
W丑d－typenve－1
tbntmo1｛F1）
mye・3（F1）
un¢－x5（F1）
unc・52（F1）
unc・89（F1）
deb・1（F1）
i昭加・1（F1）
Control（PO｝
pat－3（PO）
昌U　　
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n。t　cau8 　the　Emo　phe且。type．　lh－
stead，　the　unc－89（auAV　a皿imals，　in
wild－type　but　not　rが1　background，
11000NO　ETAL．
were　defective　in　eg9　laying　and　accu－
mulated　embryos　in　the　uterus（our
unpublished　data），　suggesting　that
UNC－89　is　fUnctionally　impOrtant　in
the　vulval　an〔Yor　uterine　muscle．　To一
Myoepithelial　sheath
Body　wall　muscle
gether，　these　results　indicate　that　the
str ctural　components　of　the　contrac－
tile　apparatuses　in　the　myoepithelial
sheath，　except　fbr　U：NC－89　a皿d　Ce－
kettin，　are　essential　fbr　ovulation，
Fig．5．
同9．6．
However，　we　cannot　rule　out　the　pos・
sibilities　that　UNC－89　and　Ce－kettin
are　also　essential｛br　ovulation，　be－
cause the　gene　products　might　not
have　been　knocked　down　by　the　RNAi
treatments　suf五ciently　to　cause　phe－
notypes．
DISCUSSION
In　this　study，　we　characterized　orga－
nization　and　function　of　non8triated
contractile　apParatuse8　in　the　C．　el－
egαns　gonadal　myoepithelial　sheath．
Based　on　our　results，　we　propose　a
model　fbr　the　organization　of　the　con。
tractile　apparatu8es　in　the　myoepithe－
lial　sheath（Fig．8A）．　The　t㎞丘1a－
ments　are　anchored　to　the　plasma
membrane　at　the　dense　bodies　where
illtegrin　is　accumu，lated．　The　dense
bodies　lackα一actinin．　Therefbre，　vin。
culin，　talin，　or　other　actin。binding　Pro－
teins　may　connect　actin　With　integrin・
The　thick　maments　have　M－8pots　but
do　not　have　integrin－based　attach－
ments　with　the　plasma　membrane．　An
altemative　mode1（Fig．8B）is　that　cy－
toplasmic　actin－anchoring　structures，
possibly　　containing　　α一actinin－1ike
同g．5．しocalization　of　UNC－15　paramyosin，
UNC－89，　and　MYO。3　myosin　heavy　chain　on
the　thick　filaments．へBρ，E：The　proximal　myo－
epithelial　sheath　was　doubly　stained　for
UNC。15　paramy◎sin（A）or　UNC－89（D），　and
MYO－3　myosin　heaVy　chain（B，E）．　C，F：Merged
images　are　shown（MYO－3　in　green　and　others
in　red）．　Arrowheads　in　C　show　typica且MYO－3
filaments　with　punctate　UNC－15　staining．　Ar－
r◎ws　in　F　indicate　representative　MYO－3　fila－
ments　with　concentration　of　UNC－89　in　the　cen。
ter．　Scale　bar＝10　Fm．
臼g．6．Accumulati◎n　of　PAT－3β一integ市and
other　cell　attachment　pr◎teins　to　the　dense
bodies　but　not　the　M－sp◎ts．　A－C，eGtト
K湖司D：The　proximal　myoepithelial　sheath　was
tlipIy　stahed　for　actin（A，E．1，M），　PAT－3β。inte－
ghn（B，F，J，N），　and　MYO・3　my◎sin　heavy　chain
（C），UNC・89（G），　DEB－1　vincutin（K），　or　UNC－52
periecan（O）．　D，H，LP：Merged　images　of　actin
（red），　PAT－3β一integ丙n（g　reen），　and　other　pro－
teins（blue）are　shown．　ln　the　merged　images．
arrows　indicate　representative　spots　of　PAT－3
β一integ雨n　where　segregation　from　MYO－3（ar。
rowheads　in　D）or　UNC－89（arrowheads　in　H）or
colocalization　with　DEB－1　vinculin　（L）　or
UNC。52　perlecan（P）is　clearly　seen．　Q6T：The
body　wall　muscle　was　t巾ty　stained　for　actin
（Q），PAT－3β一integrin（R），　and　MYO－3　myosin
heavy　chain（S）under　the　same　conditions　for
A－D，and　a　merged　image　actin（red），　PAT－3
β一integrin（green），　and　MYO－3（blue）is　shown　in
T．Scale　bars＝10pm．
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Fig．7．　Effects　o「RNA　interference（RNAi）knockdown　of　the　structural　prOteins　on　ovulaヒion・A－P：
Wild・type（A，C．E，G，1，K，M．0）or　anπ伺strain（B．D，F，H．J，LN，P）was　treated蝋h　RNAi　for　controI
（vector　With　no　insert，　A，B》，　myoく3（C，D），　unc－75（E，　F），　unc。52（G，H），　unc－89｛1，J）．　deb・7（K，L），ρat－3
（M．N），　or　ketn－7（O，P》，　Worms　were　fixed　and　stained　with　tetramethylrhodamine－phalloidin　and
4’｛シdiamidino－2－phenylindoie，　dihydrochlonde（DAPりto　visualize　actin　and　DNA，　resp㏄tively，　arKj
merged　images　are　shown　in　red（actin）and　blue（DNA）．　Positions　of　the　spematheca　are　indicated
by　asterisks．　Defective　ovulation　was　characterized　by　the　presence　of　endomitotic　o◎cytes（arrows
in　C）that　have　intense　DNA　staining（Emo　phenotype）．　Scale　bar＝50　pm．
kS・ko
棚・o：象．「量牌「繍
瓢ゆomg　kノ
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臼g．8．　Models　of　the　organization　of　structural
components　of　the　contractile　apParatuses　in
the　myoepithelial　sheath．」叱Model　l　shows　that
the　thin籠laments　are　attached　to　the　plasma
membrane　at　the　integrin－based　structures，
while　the　thick側aments　lack　a　physica目ink　with
the　membrane．　B：Model　2　shows　that　the　thin
側aments　are　connected　t◎the　hteg貞n－based
structures　through　unknown　anchoring　compo－
nents，　whereas　the　thick価laments　are　attached
to　the　membrane　with　unknown　attachment
structures．　C：An　established　model　of　the
structure　of　the　contractile　apParatuses　of　the
b◎dy　wall　muscle（Waterston，1988；Moeman
and　Fire，1997｝．　Arrows　of　the　thin　filaments　are
pohting　toward　the　pohted　ends　of　the　actin
filaments．
molecules，　links　the　thin且laments加
the　integrin－based　structure　and　that
the　tllick　maments　are　attached　tκ）the
membrane　thrOUgh　nOn－integ血一
based　structures．「Whether　the　thick
filamentS　in　the　myoepithelia1　sheath
are　physicany　connected　with　the
Plasma　membrane　is曲10wn．　Previ－
ous　ultrastructural　studies　on　the　so－
matic　gonad　did　not　reveal　such　con－
nections（Hirsh　et　a1．，1976；Strome，
1986；Hall　et　a1．，1999）．
　　Myo丘brils　in　the　myoepithelial
sheath　and　the　body　waU　muscle　are
not　only　different　in　their　organization
but　also　in　their　size，　The　myoepithe－
1ial　sheath　cells　are～1　pm　thick　and
the　thin　and　thick　filaments　are
loosely　arranged　in　a　meshwork　pat－
tern（Hall　et　a1．，1999）．　In　contrast，
the　body　wall　muscle　cells　are　2－to
3・pm　thick　and　the　myofibrils　are
densely　packed　within　1－1．5μm　fピom
the　plasma　m mbrane tO　transmit
contractil 　for es　tO　the　hypodermis
and　the　cuticles（Fig．8C；Waterston　et
a1．，1980；Francis　and　Waterston，
1985）．Therefbre，　the　body　wall　mus－
cle　may　require　very　rigid　amachnent
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structures　fbr　both廿亘n　and　thick　fH－
aments．　These　muscles　are　also｛differ．
ent　i吐1　their　manners　of　contract船n．
The　myoepithelial　sheat］h　needs　to　be
Hexible　in　changing　their　ce皿8hape　to
supPort　transport　of　oocytes．［Ellus，
nonstzriated　Mamenix｝u80rganization
and　lack　of　integhローba8ed　links　be一
七ween　the　thick　filaments　and　the
membrane皿ight　be　bene丘dal　fbr
such　a　fUnction．　On　the　o趾紅er　hand，
the　body　wgU　mu8｛Ae　always　contracts
ill　the　longitudinal　direction，　a皿d　tight
arrangement　of　sarcomeres　in　a　un、i－
form曲’ecrtion　Wi11　be　very　effiCient　t。
coordinatεcont『acUle　fbrces．
　　pat－3　is　the　single　gene　for　P一加te・
grin　in　C．　elegans　and　i8　essential　fbr
assembling　the　adhesion　strudtures　in
body　wall　mu5cle（liYancis　and　Water．
ston，1985；WiUliams　and　WaterstOn，
1994；　Gettner　et　a1．，　1995），　PAT－3
β一integr㎞is　expres8ed　in　a　variety　of
mU8Cle　and　nOnmUscle　Ce1IS　and　al80
加volved　in　cell　migration，　gonadal
morphogenesis，　and　axon　guidanoe
（Lee　et　a1．，2001，2005；Po血at　et　al．，
2002；Xu　et　a1．，2006）．1、ocalizatio皿of
PAT－3β一i皿teg血to　the　den5e　bodies
and　the　M－hnes　in　body　wall皿uscle
and　cen　attachエ【肥皿t　8㎞cture8　in　sev＿
eral　other　cen　type8　has　been　reported
previously（Francis　and　WaberstOn，
1985；Gettner　et　a］．，1995）．　However，
this　stUdy　is　the　fh・st　to　describe　intra－
oenular　loc且liza七ion　of　PAIT－3　β甲inte・
grin　in廿1e　myoepithelial　sheath，　sup－
POrting　previous　observations　that
PAT－3β一integrin　is　required　fbr　ovu－
1a伍on（Lee　et　al．，2001；Xu　et　a1．，2005，
2006）．L画ted　l㏄且lization　of　PAT－3
β一integri皿加the　dense　bodies　in　the
myoepithelial　sheath　i8　a　remarkable
dlifference　from　itS　1㏄calization　tO　both
dense　bodies　and　M－lines　in　the　bOdy
wall　muscle．　Integ血Play8｛｝ritical
r・le8　in　mediating　eXtコeaeellular　8ig－
nals　to　trigger　5everal　iロtrace皿ular
8三gnaling　event8，量皿oluding　reorgani．
za髄on　　of　the　adヒin　　cytoskeletOn
（Brakebusch　　and　　Fassler，　2003；
Wozniak　et且1．，2004；Lo，　2006）．　Thus，
the｛lifference・in・the　i・・teg血10caliza－
tion　between　striated　and　noロ5tri＆ted
muscles　sugge8ts　that　iltegrin　has
d温erent　fUnctions　in　these　muscles．
One　P・ss量ble　r・le・f・r　i皿teg血血ght　be
加regUlate　the　morphogenetic　prcト
eesses。f　non呂triated。r　shiated　myo・
fibrils　by　sending　sigrnals　t」（〕dififerent
cytoskeletal肥gulator鼠Currently，　lit一
tle　 呂㎞。wn呂b。ut　the　mechaul8m。f
morphogene8i80f　the　myoepithelial
sheath，　a d　fUrther　studie8　may　re－
veal　how integi　in　might　be　involved　in
thi呂pr。ce8呂．
　　RNA　interference　of　the　maj。r　c。n－
traotile　prote ns　in　the　InyoepitheHaI
sheath　caused　defective　ovu玉ation．
且owever，　RNAi　of　myo－3，　unc－15，　unc－
52，0r　cleb一ヱresUltεd　in　22＿51％steri1＿
ity，　w ich　is　weaker　than　nearly　100％
8te］rility　 au8ed　by　RNAi　of、pαか3（thi8
study），、pat－10　troponin　C，　or　lev－11
量πopomYosin（Ono　a且d　Ono，2004）．
皿加伽d ng　i呂1ikely　due　t。　incom－
pl te　knockdown　of　the8e　gene8　by　the
RNAi　tr atment8，　a呂strong　lo88．ofL
fUn tion　or　null　mutat【on　of　d壱b・1，
myo－3，。r・unc－52　resUlts　in　embry。nic
letihali y（Water8ton，1989；Bar8tead
and　Water8to 1991；Rogalski　et　al．，
1995）．Nonetheless，　tihese　weak　RNAi
phenotypes　allowed　us　to　characte血e
the　ovulation　defects　wi仕しout　havi皿g
severe　embryonic　defectS．　We　a1呂o　did
not　observe　8 vere　disorganization　of
tb 　a¢tin　filaIIlent　8truoture8　in　the
myoepithelia1臼11eath　even　af』εr　the
RNAi　treatments，8ugges樋ロg　that　a
皿Ud　de〔rrease　in　the　amountS　of　the5e
conセactile　prote辻rs　】㎡ght　be　8uf丘一
〇i nt to　impair　5hea釦ユcontraction　but
i皿呂uflicient　tO　cause肥vere　morphoge－
netio　d fects，
　　Our　study　also　suggestS　tllat　the　C．
elegans　myoepithelia1　sheath　might　be
且good　model　to　study　struCture　and
fUnction　ofsmooth　muscle，　myoep鉱he－
HIU　cellS，　and皿y。丘br。bla8ts，　which
have　nonstriated　contraotne　apPara－
tuse8．　To　date，　a　genetio　model　fbr　cy・
toskeletal　assembly　in　su〔出non8㎞・
ated　contr且otUe　cells　has　not　been
developed．　Smooth」　muscles　are
pre8ent　in　both，　vertebrates　and　inver－
tebrates　and　play　aΨariety　of　fUnc－
tions　（Somlyo　and　Somlyo，　1994）．
Myoepithelia1　cells　are　of』en　fbund　in
th．e　out｛｝r　layer　of　exocrine　glands　and
have　char且cte㎡呂廿¢s　of　both　smooth
muscle　and　epithelia　1　cells（Lazard　et
a1、，1993；Foschini　et｛記L，2000；㎞se
eも　　a1．，　2005），　］MyofibroblastS　　are
pre8ent　in　many　o㎎ans且nd　expres5
8everal　sarcomeric　proteins（Mayer
and　Leinwand，1997；Walker　et　al．，
2001；Ric 　and　Le士ロwalld，2003）．　Reg－
UlatOry　mechanisms　for　contracti。n　is
al80　vaゴous．　Vertebrate　smooth　mus．
cles　are　regUlated　by　a　myosin・1inked
system（MarstOn，1995），　whereas　a呂一
idian　smoe趾I　body　wa皿muscle〔Endo
ai｝d　Ob nata，　1981）　and　C．　elegans
血yoepitihelial　8heath（Ono　and　Ono，
2004）are　regulated　by　an　acti皿一1inked
伽P。nin－tropomyosin　syste皿．　How－
ever， no striated　organizatioロof　the
ontract逓e　apparatuses　i8　the　com－
mon　feature　of　a11　smooth　muscles，
myoepi伍巳lial　cells，　and　myo五bro－
blastS，　and　little　i8　known　abOut　the
mecha［［ism　by　which　nonstriated
myofibrils　are　a昼sembled　during　de・
velopm nt．　［1　hus，　C，　elegans　might　be
a8ultable　model　to　inve8tigate曲
fUndamental　mechanism．　We　prelimi・
nanly　found七hat］㎞own　reg曲tor8。f
actin　dynamics　in　the　body　wall　mus－
cle， including　unc・60B　acti皿　depoly－
merizing　faetorノ。o蝕1（On。　et　aL，
19 9，2003）and　unc－78　actin－interact－
ing　Pro ein　1（0皿o，2001），　are　not　re・
quired　fbr　a8sembly　of　nonstriated
myo丘brils　in　the　my。epithelia1　sheath
（our　unpublished　data）．　Although　we
preViously　　rep｛rted　　th且t　unc－60B
mi ht　be　 且volved　in　ovulation　antag－
。n拍ti㎝11y堀ω一ヱヱtropomyo8h1（On。
and　On。，2004），　we　have　re。ently
hown t　the　observed　genetic　inter－
acti n　b twee且　unc－60B　alld　lev－11
was　d e　to　a　backgr。und　mutati。n
止at　affected　the　eMdienCy　of　RNAi　of
lev－11　but　not　due　to　a　dire〔rt　effect　of
the　unc－60B　muta伽n（Yu　and　On。，
2006）．The8e　data　suggest止at　non－
striated　and　striated　mu8cle8　in　C．　el．
egans　use〔lifferen七get畠　of　gene8　加
regUlat 　aCtin　OrganiZatiOn．
EXPE㎜NTALPROCEDURiES
Nematede　Strains
Wild・type　C．　e㎏ω硬t面n　N2　and　an
RNAi－de e〔雌ve　strain　NL2098　rr7e－
1φ々141の（S加neta1．，2001）we肥。b・
舳ed　from　the　Caenorhabditts　Ge－
t誼c8　Center　（MinneapoHs，　MN）．
Nemat des　were　gmwn　under　stan－
dard　condi恒ons　at　20°C　（Brenner，
1974）．
Antibodies　and　Fluorescent
P obes
Anti，actin　mouse　皿onoclonal　anti－
b dy（C4）wa8　p罵rchased廿om　MP
Bio皿edicals．　A且廿一ao樋n　rabbit　poly－
cl。nal　a tibOdy（AANO1）was　pur・
Chas d　from　Cytoskeleton，　Inc．　Anti一
皿ヨyoA（5運3；】M［i皿er　et　al．，1983）alld　al　Lt走一
pararnyosin（5一器；Ardizzi　and　Epstein，
1987）Inou3e　mon㏄10na1　antibodies
were　pmvided　by　th．　Henry　EpStei皿
（Uhiversity　of　Texas　Medical　Bran¢h，
Galvest。叫TX）．　Anti－PAT・3β・inもegrin
（MH25；　Franei昼and　Water臼加n，1985），
且n廿一DEB－1Ψi皿cu血1（MH24；Frano狛
and　WaterstDn，1985），　anti－UNC－52
perlecan（MH2；㎞ci8　and　Water臼tol1，
1991）　mon㏄10n誠　antibodies　were
obtained｛｝X）m　the　Developmental　StUd－
ies　Hybridoma　Bank（University　of
Iowa，　Iowa　Ci砂，　IA）．　Anti－UNC－89
1且onodonal　antibOdy（MH42）（Bel瞳an
et　a1、，1996）was　provided　by　Dis．　Pam・
ela　HoPPe（Westem　Midjgan　Univer－
sity，　Kalamazoo，　MI）and　Robert
WaterstOn（University　of　Wa8hii｝9tx｝n，
Seat口e，　WA）．　TetramethylrhOdamine－
pha皿oid三n　and　DAPI　were　purChased
fro皿Sigma－Aldridh．　A皿Alexa　dye－
conjugated　8econdary　alltibodie8　and
Zenon　Mouse　IgG2a　Labeling　Reagen捻
were　purxinased丘om】hvitro8en1Mdlec・
Ular　Probes．　Cy3－conjugated　donk．ey　an．一
廿・rabbit　IgG　and　anti・mouse　IgG　were
purChased　from　JaCkson　l㎜unoRe－
sear（tih　Lε止画｛）ratories．
Muorescence　M　icroscopy
The　g。nadS　were　dissected　by　cutti皿9
adult　hermaphrodite8　at七he　level　of
pharynx　　（f職9．　1）－on　　poly－1ysine－
coated　slides　as　de8cribed　previou昼1y
（Rose　et　a1．，　1997）．「lhese　samples
were仕xed　by　an　optimal　Inethod　and
8tained　witlユ　antibOdies　as　listed　in
Table　1．「㎜ユen　the　ho呂t　animals　of　the
primary　antibodies　were　different，
七hey　were】匝］由【ed　and　reaCted　with　the
8ampIes　simultaneously，　and　followed
by　treatエnents　With　apPropriate　fluo－
rescently　labeled　secondary　antibod－
ies（Table　1）．　We　a180　perfb皿ed　dif－
ferential　labeling　of　two　mou8e
monoclonal　antibodies　and　one　rabbit
antibody　by　using　secondary　antibod－
ie5　that曲伍nguish　lgG蛤。types　and
host　8pecies　as　described　preViously
（Ono　eもal．，2006）．　Briefly，　thLe　samples
were丘rst　treated　with　a　mixture　of
mouse　IgGI　antibody　and　rabbit　anti－
body，　and士hen　with　secondary　a皿ti－
bodies　（皿o皿specific　for　Ig（｝isotZSrpe8）．
They　were　washed　With　phosphate
buffered　sali皿e　（PBS）alld　b1㏄ked
with　O．1　mgl血1　mouse工gG（Reckland
immUnOChemiCalS）in　1％bOvine　Se－
ru副b㎜in　b　PBS伽10　min，　and
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reacted　with　a　1ロouBe　IgG2a　anもibody．
Then，　it　wa8　vi8ua五zed　by　Zenon　Aレ
exa　Fluor　Mou昼e　lgG2a　Labeling　Re－
agent呂（lnVitrogenlMolecuユar　Probes）
（Table 1）．
　　Sample8　were　viewed　by　epifi1ユore日・
cence　u呂ing　a　Nikon　Eclipse　TE2000
inverted　micr。昼cope　with　a　x40。r
x60　CFI　Plan　Fluor　obj　ective，　Image8
wer 　captured　by　a　SPOT　RT　Mono－
chrome CCD　camera（Diagnostic　In－
8trumen s）and　processed　by　the
IPLab㎞aging　software（Scanalytics，
Ino．）and　Adobe　Photo8hop　6．0．
RJNiA正nterfe肥noe
Experiments
Namatodes　were　treated　with　RNAi
by　feedi皿g　Escherichia　coli－express－
ing　double－8七ra皿ded　RNA（Timmons
and　Fire，1998；Timmon昌et　a1．，2001）．
Except　fbr　pat－3（RNnt），】』41arvae
were　treated　with　RNAi，　and　phen｛ト
types　were。haraeteri諸ed　in　thek　Fl
generation　as　de80】dbed　pアeviously
（Ono　and　Ono，2002）．　pat－3㎜む
eau8ed　strong　PO　sterility．　Therefbre，
1．1　1arvae　were　treated　With　pat－
3（IR，ZVAi），　and　phenotypes　were　ohar－
a伽ed　wheロthey　became　adults．
RNAi　clone8　were　obtained　frorn　the
C．elegans　R］blAi　library　from　Geneser－
vice（Carnbridge，　Unjted　Kingdom），
and　the　do皿e　number8且re　a8　follows：
myo－3，　VL8003；unc－15，1－3NO　1；unc－
52，王1・9A20；unc－89，1－1B22；pαか3，　III－
1PO2；and、ketn－1，　VL2FO1．　Becau8e　an
R］N［Ai　clone for　cteb．1　was　not　ava皿able
from　the　librar　y，　we　made且construct
by　cloning　a　1．0－kb　genomic　fragrnent
of　the　dbb－1　gene　into　an　RNA産ve〔比or
pl smid　L4440（provided　by　Dr．　An－
drew　F廿e，　Stanfbrd　Uhiver8ity）aロd
tr nsformed　E．　coti　HT115①E3）wi止
the　recombinant　pla8mid．　Control　ex－
Periments　wer 　performed　with　E．　coli
HT115（DE3）血at　was　transformed
with　L4440　with　no　illsert．　Staining　of
RNAi－treated　worms　with七etrameth－
yirhodamine・pha皿oidin　and　DAPl
was　per｛brmed　as　des面bed　previ－
ou81y（Ono，2001）．
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